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略  語  集  
 
ACE：angiotensin-converting enzyme, アンギオテンシン変換酵素  
ACh：acetylcholine, アセチルコリン  
A/G：albumin-globulin ratio, アルブミン・グロブリン比  
Alb：albumin,アルブミン  
ALP：alkaline phosphatase, アルカリホスファターゼ  
ALT：alanine aminotransferase, アラニンアミノトランスフェラーゼ  
APTT：activated partial thromboplastin time, 活性化部分トロンボプラスチン時間 
AST：aspartate aminotransferase, アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ  
AUC：area under the blood concentration time curve, 血中濃度曲線下面積  
BASO：basophil, 好塩基球  
BIL：bilirubin, ビリルビン  
BMI：body mass index, 肥満指数  
BSA：bovine serum albumin, ウシ血清アルブミン  
BUN：blood urea nitorogen, 尿素窒素  
Ca：calcium, カルシウム  
ChE：cholinesterase, コリンエステラーゼ  
Cl：chloride, 塩素  
Cmax：maximum drug concentration, 最高血中濃度  
CMC：sodium carboxymethyl cellulose, カルボキシメチルセルロースナトリウ
ム  
Crea：creatinine, クレアチニン  
DAB：3,3’-diaminobenzidine, 3,3’-ジアミノベンジジン  
EDHF：endothelium-derived hyperpolarizing factor, 内皮由来過分極因子  
EDTA：ethylenediamine-tetraacetic acid, エチレンジアミン四酸 
eNOS：endothelial NO synthase, 内皮一酸化窒素合成酵素  
EOSIN：eosinophil, 好酸球  
Glb：globulin, グロブリン  
 
  
Glu：glucose, グルコース  
γ-GTP：γ-glutamyl transpeptidase, γ-グルタミルトランスぺプチダーゼ  
HCT：hematocrit, ヘマトクリット  
Hgb：hemoglobin, ヘモグロビン  
HP：hyperoside, ハイペロサイド  
HPLC：high performance liquid chromatography, 高速液体クロマトグラフィー  
i.d.：intraduodenal, 十二指腸内  
i.p.：intraperitoneal, 腹腔内  
IP：inorganic phosphorus, 無機リン  
i.v.：intravenous, 静脈内  
IQ：isoquercitrin, イソクエルシトリン  
K：potassium, カリウム  
KET：ketone body, ケトン体  
K-U：urine K, 尿カリウム  
LC/MS/MS：liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 液体クロマトグラ
フィー・タンデム質量分析法  
LLE：Luobuma leaf extract, 羅布麻茶葉エキス  
L-NAME：NG-nitro-L-arginine methyl ester, NG-ニトロアルギニンメチルエステル  
LPH ：lactase phlorizin hydrolase,ラクターゼフロリジン分解酵素  
LYMPH：lymphocyte, リンパ球  
MCHC：mean corpuscular hemoglobin concentration, 平均赤血球色素濃度  
MCV：mean corpuscular volume, 平均赤血球容積  
MCH：mean corpuscular hemoglobin, 平均赤血球色素量  
MONO：monocyte, 単核白血球  
Na：sodium, ナトリウム  
NA：dl-noradrenaline, ノルアドレナリン  
Na-U：urine Na, 尿ナトリウム  
NO：nitric oxide, 一酸化窒素  
OB：occult blood, 潜血  
 
  
PBS：phosphate buffer,リン酸緩衝液  
PLT：platelets, 血小板  
PRO：protein, 蛋白  
PT：prothrombin time, プロトロンビン時間  
RBC：red blood cells, 赤血球数  
RET：reticulocytes, 網状赤血球  
Rf：retention factor, 相対移動距離  
SD ：sodium deoxycholate, デオキシコール酸ナトリウム  
SEG：segmented neutrophil, 分葉核好中球  
SGLT-1： sodium-dependent glucose transporter, グルコーストランスポーター
SHR：spontaneously hypertensive rats, 高血圧自然発症ラット  
SMA：smooth muscle actin, 抗ヒト平滑筋アクチン  
STAB：stab cell, 桿状核白血球  
T-Bil：total bilirubin, 総ビリルビン  
T-Cho：total cholesterol, 総コレステロール  
TEA：tetraethylammonium, テトラエチルアンモニウム  
TG：triglyceride, トリグリセライド  
TLC：thin-layer chromatography, 薄層クロマトグラフィー  
Tmax：maximum drug concentration time, 最高血中濃度到達時間  
TP：total protein, 総蛋白  
URO：urobilinogen, ウロビリノーゲン  
WBC：white blood cells, 白血球数  
WKY：Wistar Kyoto rat, ウィスター京都ラット  
 
 
 
  
Abstract 
 
 
 
Studies on the effectiveness and development of Luobuma (Apocynum venetum L.) as a functional food 
 
Tamami Kagawa 
 
 
Apocynum venetum L., commonly known as Luobuma in China, is a traditional and popular Chinese herb with a 
long history of use as a medicine and tea. Some studies have reported an antihypertensive effect of A. venetum leaves, 
but the detailed mechanism underlying its action is unclear. To evaluate the therapeutic effect of A. venetum leaf 
extract (LLE) as a functional food against hypertension, the author evaluated its cardiovascular effects, toxicological 
safety in rats, and hypotensive properties in humans. 
 
1. Thin layer chromatography on an RP-18 plate using water-acetic 
acid-methanol (6:2:1) as a solvent system was employed for chemical 
differentiation of authentic Luobuma (A. venetum L.) from Poacynum 
hendersonii (Hook f.) Woodson, which is mistakenly distributed as 
Luobuma in some Chinese markets. High-performance liquid 
chromatography on a Navi C18-5 column using acetonitrile-water-acetic 
acid (50:350:20) as the solvent system was used for quantitative analysis 
of the major flavonoids, hyperoside (HP) and isoquercitrin (IQ) (Fig. 1), 
in raw materials, LLE, and tea made from Luobuma as the quality 
control. 
 
2. The effect of LLE on blood pressure and its mechanism were examined using LLE that was chronically 
administered orally to unanesthetized spontaneously hypertensive rats (SHR) and to normotensive Wistar Kyoto 
(WKY) rats. Administration of LLE caused a decrease in blood pressure only in SHR in a dose-dependent manner. 
Next, under anesthesia, LLE was intraduodenaly administered to SHR or Sprague Dawley rats (SDR). In this 
experiment, LLE did not have an effect on either noradrenaline-induced increase or acetylcholine-induced decrease 
in blood pressure in SHR. LLE did not show any effect on angiotensin I-induced increase in blood pressure in SDR.  
The vasodilator effect of LLE on the rat mesenteric vascular bed was also tested. In a perfused mesenteric 
vascular bed with active tone and intact endothelium, perfusion of LLE (100 pg/ml to 100 mg/ml for 15 min) caused 
dose-dependent vasodilation, which was attenuated by chemical ablation of the endothelial layer. The author also 
performed experiments with an inhibitor of endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) in a blood vessel 
relaxation reaction. The results suggested that the vasodilation induced by LLE was endothelium dependent and 
mediated by the EDHF pathway, which involves the activation of K+ channels. Higher concentrations of LLE may 
enhance nitric oxide (NO) production/release and thereby cause vasodilation. 
 
3. HP (20 mg/kg body weight), IQ (20 mg/kg body weight), or their equivalent mixture [HP + IQ] (40 mg/kg body 
Fig. 1 The structure of flavonoids  
weight) was chronically administered orally to unanesthetized SHR. A significant antihypertensive effect was 
observed in the [HP + IQ] group but not in the other two groups. In addition, after a 7-week administration of [HP + 
IQ], the thickness of the media layer decreased, whereas the endothelial NO synthase activity in the coronary artery 
and NO concentration in plasma significantly increased. [HP + IQ] improved endothelial function, and the 
antihypertensive effect of [HP + IQ] was exerted on NO-mediated endothelium-dependent vasodilation. 
Furthermore, the concentration of quercetin metabolites in plasma was measured for 24 h using liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) after enzymatic hydrolysis. During administration of [HP 
+ IQ], the concentration of quercetin metabolites in plasma did not change significantly and was mostly constant for 
24 h compared with that during the single administration of HP or IQ. Therefore, it is suggested that the 
antihypertensive effect of [HP + IQ] results from the differences in the plasma concentration of the metabolites HP 
and IQ between combined and single administrations. 
 
4. To evaluate the toxicological safety of LLE, repeated doses were administered to male and female rats for 90 
days. The 90-day administration of repeated doses of LLE at 1,000 mg/kg/day or 2,000 mg/kg/day to Wistar rats 
caused no abnormalities in external appearance or behavior. No significant toxic effects were observed in 
hematological, biochemical, and urine tests. No changes were observed in either absolute or relative weight of 
organs, in macroscopic findings, or in histological findings at the end of the treatment period. Consequently, oral 
administration of LLE at 2,000 mg/kg/day to both male and female rats did not produce any toxicologically 
significant effects, showing a high safety level. 
 
5. Hypotensive properties and safety of a beverage containing LLE were examined in humans in a randomized, 
double-blind, placebo-controlled, and parallel-group study. The subjects were adult males and females with high 
normal blood pressure or mild hypertension who were not taking any hypotensive medication. The test beverage or 
placebo was given once a day for 12 weeks. The results revealed that the systolic and diastolic blood pressures were 
significantly lowered after 8 weeks of dietary supplementation in the test group, but not in the placebo group. Thus, 
these results demonstrated the benefits of the beverage containing LLE in subjects with high normal blood pressure 
or mild hypertension. 
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諸 言 
 
高血圧は , 別名サイレント・キラーとも呼ばれ , 自覚症状が無いままに脳卒
中や心筋梗塞等の合併症を引き起こすため , 日本人の死因上位を占めるこれら
疾病の大きなリスクファクターとなっている . さらに , 血圧はメタボリックシ
ンドロームの診断基準のひとつにもなっている . メタボリックシンドロームは , 
内臓脂肪型肥満に高血糖・高血圧・脂質異常症が複合的に発症した状態と定義
され,
1) 
その概念は, 不適切な生活習慣から生じる過栄養を基盤に近年増加して
きた心血管病の予防や対策に効果的である .
 
メタボリックシンドロームの病態
は動脈硬化を促進させ , 血管変化の進行を促すことで , 糖尿病合併症や脳卒中 , 
心疾患等のリスクを高める . 危険因子の重積により心血管病のリスクが高まる
ため , 高血圧を予防することは動脈硬化の予防 , ひいては心血管病の予防につ
ながると期待される.  
厚生労働省の 2010 年国民健康・栄養調査によると, 日本高血圧学会の基準に
基づく高血圧者は 56.1%と約 6,000 万人と推定され, 収縮期血圧 140-159 mmHg, 
拡張期血圧 90-99 mmHg の軽症高血圧者が 39.7%, 収縮期血圧 160-179 mmHg, 
拡張期血圧 100-109 mmHg の中等症高血圧者が 9.8%, 収縮期血圧 180 mmHg 以
上, 拡張期血圧 110 mmHg 以上の重症高血圧者が 2.2%である  (日本高血圧学会
の基準 (2000 年) による名称を使用). 一方, 収縮期血圧 130-139 mmHg, 拡張期
血圧 85-89 mmHg の正常高値血圧者の割合は 23.1%であり, 軽症高血圧者と合
わせた 60%以上が重篤な高血圧症には至っていない状況にあるといえる. これ
らの人々については , 薬物治療以外の効果的な予防対策が必要であり , その予
防対策を実施することは国民の健康維持・改善に大きく寄与すると考えられる.  
厚生労働省の 2010 年国民医療費の概況によると, 65 歳以上の高齢者医療費の
32.6%を占めているのが高血圧性疾患  (高血圧・虚血性心疾患・脳血管疾患等)
である . 日本人に占める高齢者の割合は , 今後ますます増加すると予想されて
いる中 , 高齢者の医療費削減は大きな課題である . しかし , 発症した疾病や障
害を検診等により早期に発見 , 治療や保健指導等の対策を行い , その重症化を
防ぐ二次予防だけでは限界があり , 生活習慣の改善により健康増進を図ること
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で高血圧のリスクを減らす一次予防の重要性はさらに高まると考えられる.  
 従来 , 食品の価値の評価は栄養と美味しさという面で論じられてきた . しか
し, 1984-1986 年に実施された文部省特定研究「食品機能の系統的解析と展開」
において , 健康増進に寄与する食品の働きという新たな概念がうまれた . この
研究の中で, 食品の一次機能 (栄養機能), 二次機能 (嗜好・感覚機能), 及び三
次機能 (生体調節機能) が提唱され, 研究が進められた. 2001 年には食品の機
能性を強化した食品が保健機能食品  (特定保健用食品 , 栄養機能食品 ) として
制度化され, 疾患の一次予防に対する機能性食品の活用が期待されている.  
羅布麻 (Luobuma：Apocynum venetum L.) はキョウチクトウ科アポシナム属の
宿根性多年生草本で , 中国では別名 , 紅麻 , 野麻 , 野茶とも呼ばれている .2) 中
国の黄河流域を中心に, 西北, 華北, 華東, 東北及びヨーロッパ, アジアの温帯
地区, また, アルカリ性土質の荒地や砂漠, 河岸等に生育し, 高さ 1-3 m になり
全草に乳汁を含む .
2-3) 
枝は通常対生で無毛 , 紫紅色または淡紅色で葉は対生 , 
夏に円錐花房をつけ , 紫紅色の小さい花を開く  (Fig. 1).2,3) 同じアポシナム属
では, 変種のバシクルモン (A. venetum L. var. basikurumon) が北海道に分布 4)
し,
 A. cannabinum 及び A. androsaemifolium が北米に分布する.5) 
羅布麻は, 中国の薬事古書において「澤漆」「澤漆麻」と記載され, 古くは紀
元前 32-24 年から飲用に関する記載が見られる.6,7) 明代の朱庸著「救荒本草」 
(1424 年) には“若葉を茶として飲むのも良い”と記され, 李時珍著「本草綱目」  
(1596 年) では,“その若芽は無毒で食べられる”と記されている .7) また, 内蒙
古では羅布麻の若い葉を利用し, バーガスンチャイ (bargasun chai) という民族
名の茶として飲用していたことが報告されている.
8)
 さらに羅布麻葉は , 中華人
民共和国薬典に 1977 年に収載されて以降, 現代に至るまで“解熱利尿, 肝臓を
鎮め精神を安らかにさせ, 高血圧・目眩・動悸・不眠に用いる”
7,9) 
とされてお
り , 古くからお茶や民間薬として利用されてきた .10) 日本でも , 羅布麻茶は
1985 年頃から輸入され , 現在も羅布麻茶や燕龍茶の商品名で販売されている . 
また , アメリカやカナダにおいても羅布麻茶のティーバッグ及びエキス錠剤が
販売されている. 
 
羅布麻葉の効能として , 脂質過酸化抑制作用 ,
11-13)
 低比重リポ蛋白酸化抑制
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作用 ,
13,14)
 総コレステロール低下作用 ,
15)
 抗酸化作用 ,
16)
 肝臓保護作用 ,
17)
 抗う
つ作用
18)
が報告されている. さらに降圧作用に関しては, Kim D.W. らが高血圧
モデルラットに羅布麻葉エキスを経口投与し , 有意な降圧作用を認めたことを
報告しているが ,
19)
 その詳細なメカニズムは不明である . 今回 , 高血圧の予防
に役立つ機能性食品としての羅布麻葉の有効性を検討するため , 以下の研究を
行った. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Luobuma : Apocynum venetum L. 
  (from “Chinese Materia Medica Dictionary”)2)  
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第 1 章 羅布麻の基原植物 
第 1 節 羅布麻葉の確認試験 
第 1 項 背景 
緒言で述べたように, 羅布麻 (A. venetum) は中国から中央アジアにかけて広
く分布し,
2,3)
 その葉部を乾燥して製した生薬“羅布麻葉”は, 日本, 中国, アメ
リカ等でお茶製品やエキス製剤等に加工され広く健康食品として用いられてい
る. しかし, 中国における羅布麻葉の基原の中には A. venetum の葉部に代わり, 
繊維採取用の原料植物であった近縁植物 Poacynum hendersonii (Hook f.) 
Woodson (白麻) 20) の葉部が流通しており, 羅布麻葉製品の製造にあたってはあ
らかじめその基原を明らかにしておく必要がある. 
Nishibe らは A. venetum と P. hendersonii の葉部の外部形態ならびに内部形態
の研究から , その形態学的な鑑別は可能であることを報告している .
21)
 しかし
両者の葉部の外部形態は酷似しており , 茎部の外部形態等の全体の比較も行わ
ない限り , 葉部の外部形態のみから一見して両者を鑑別するのはきわめて困難
と思われる.  
これまでの成分研究から A. venetum と P. hendersonii のフラボノイド成分に
相違のあることが明らかになっており ,
22)
 本章では , その指標成分 hyperoside 
(HP), isoquercitrin (IQ), quercetin-3-O-sophoroside に基づいた簡便な薄層クロマ
トグラフ法 (thin-layer chromatography：TLC) による A. venetum と P. hendersonii
の確認試験の検討を行った (Fig. 2).  
 
  
Hyperosid 
 
                          
hyperoside             isoquercitrin         quercetin-3-O-sophoroside 
 
Fig. 2. Structures of Flavonoids 
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第 2 項 実験方法 
(1) 羅布麻茶葉及び羅布麻茶葉エキスの調製 
 羅布麻葉は中国の全国羅布麻研究中心 王 振勤氏の同定に基づき , 中国山
東省河口区に野生する羅布麻から採取し  (標本 20020802-1, 日立造船にて保存), 
以下の方法で羅布麻茶葉及び羅布麻茶葉エキス (LLE：Luobuma leaf extract) を
調製した.  
採取した羅布麻葉を 220-280℃の釜入機で殺青処理した後 , 釜茶方式により
約 150℃ 約 6 分で焙煎・乾燥させ, 半加工製品とした. その後, 約 130℃ 15 分
で一次焙煎 , 約 150℃  45 分で二次焙煎を行い羅布麻茶葉とした . この茶葉  
100g に対し, 95-100℃の湯で 1,000 ml, 次に 800 ml でそれぞれ 60 分, 2 回抽出
した . 抽出後濃縮し , 遠心分離機で不溶物を分離したろ液を 230℃で噴霧乾燥
後, 粉砕して調製した粉末を LLE とした .  
 
(2) 実験材料 
A. venetum (羅布麻) を基原とするもの：羅布麻茶葉 ,23) LLE,23) 羅布麻葉 a 
(2003 年 8 月中国新疆, 石河子の薬局で購入), 羅布麻葉 b (2003 年 8 月中国天津
の薬局で購入), 羅布麻葉 c (1999 年 7 月中国上海の薬局で購入), 野生品 a (2003
年 8 月中国山東省, 川口区で採集), 野生品 b (2003 年 8 月中国山東省, 川口区で
採集), 野生品 c (2003 年 8 月中国新疆, 石河子で採集), 野生品 d (2003 年 8 月中
国新疆, 尉犁で採集), バシクルモン栽培品 a (2003 年 8 月北海道医療大学薬学
部), バシクルモン栽培品 b (2003 年 8 月千葉大学薬学部).  
P. hendersonii (白麻) を基原とするもの：羅布麻茶 a (2003 年 8 月新疆, コル
ラで購入), 羅布麻茶 b (2003 年 8 月新疆, コルラで購入), 野生品 (2003 年 8 月
新疆, 尉犁で採集).  
標準品：HP (常磐植物化学研究所から購入), IQ (フナコシから購入), quercetin- 
3-O-sophoroside (P. hendersonii から単離 22)).  
 
(3) 薄層クロマトグラフ法 
TLC は RP-18 (Merck) を用い, 第 14 改正日本薬局方の一般試験法“薄層クロ
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マトグラフ法”の規定に準じて行った.  
 
(4) 羅布麻葉 (A. venetum を基原) の確認試験  
材料葉の粉末 1,000 mg (LLE は 200 mg) にメタノール 10 ml を加え, 水浴上で 3
分間加温し, 冷却後, ろ過し, ろ液を試料溶液とした. この液につき, TLC 法に
より試験を行った. 試料溶液 10 µl を TLC 用 RP-18 にスポットした. 次に水／
酢酸／メタノール混液 (6 : 2 : 1) を展開溶媒として約 10 cm 展開した後, 薄層
板を風乾した . これに塩化鉄  (III) 試液を噴霧し ,相対移動距離  (retention 
factor : Rf )値 0.3 付近の暗青色の主スポット (HP と IQ) を確認した.  
 
(5) P. hendersonii (白麻) を基原とする場合 
羅布麻葉の TLC による確認試験において, Rf 値 0.3 付近の暗青色のスポット 
(IQ) に加え, Rf 値 0.5 付近の暗青色のスポット (quercetin-3-O-sophoroside) を
確認した.  
 
第 3 項 結果 
(1) 確認試験 
羅布麻葉の確認試験で, 薄層板に Silica gel 60 (Merck) を用いた TLC [展開溶
媒: クロロホルム／メタノール／水／酢酸 (10 : 3 : 2 : 5) ] の場合は, A. venetum
の指標成分 HP と IQ のスポットは重なりワンスポットとして認められた. さら
に, A. venetum に含まれるクロロゲン酸のスポットの Rf 値 が P. hendersonii の
指標成分 quercetin-3-O-sophoroside のスポットの Rf 値と非常に接近した.  
RP-18 による TLC パターンを Fig. 3 に示す. RP-18 も A. venetum の HP と IQ の
スポットは重なり, Rf値 0.3 付近にワンスポットとして認められた. P. hendersoni
で は , Rf 値 0.3 付 近 の ス ポ ッ ト に 加 え , Rf 値  0.5 付 近 の quercetin- 
3-O-sophoroside のスポットが確認された  (Fig. 3). これらフラボノイド成分は
いずれのスポットも塩化鉄 (III) 試液噴霧による検出が 50 ng/ml の濃度まで確
実であった.  
基原の明らかな各種実験材料では, A. venetum を基原とするもの及び日本で
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の栽培品 A. venetum var. basikurumon の葉部はすべて Fig. 3 の 3 に , P. 
hendersonii を基原とするものは 2 に示す TLC パターンとなった (Fig. 3). また, 
羅布麻茶葉は 6 に示す TLC パターンとなった (Fig. 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. TLC Chromatogram of Luobuma 
Samples: 1. quercetin-3-O-sophoroside (1 mg in 2 ml MeOH)  2. origin of Poacynum 
hendersonii  3. origin of Apocynum venetum  4. HP (1 mg in 2 ml methanol)  5. IQ 
(1 mg in 2 ml methanol)  6. Luobuma tea leaf 
Plate : RP-18 (Merck), Solvent: water - acetic acid - methanol (6 : 2 : 1),  
Detection: spraying the plate with FeCl3 soln.  
 
 
第 4 項 考察 
薄層板に Silica gel 60 (Merck) を用いた TLC [展開溶媒 : クロロホルム／メ
タノール／水／酢酸  (10 : 3 : 2 : 5) ] の場合は, A. venetum と P. hendersonii の
TLC パターンはそれぞれのスポットの位置が接近していたことから, フラボノ
イドの標品との比較を行わない限り A. venetum と P. hendersonii との鑑別は困難
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であった.  
一方, RP-18 も A. venetum の HP と IQ はワンスポットとして認められたが, も
う 1 つの指標成分 P. hendersonii からの quercetin-3-O-sophoroside のスポット Rf 
値 0.5 付近には A. venetum では全くスポットが認められなかった (Fig. 3). こ
のことは, HP と IQ のスポットが重なっても quercetin-3-O-sophoroside の有無が
両者の相違点になることを示したことになる. よって Rf 値 0.3 付近にのみスポ
ットを認めたものは A. venetum を基原とするもの, Rf 値 0.3 付近に加えて Rf 値  
0.5 付近にスポットを認めたものは P. hendersonii を基原とするものと, 両者の
基原の確認は可能となった.  
次に基原の明らかな各種実験材料について確認試験の適用を試みた . その結
果, 羅布麻葉で A. venetum を基原とするもの及び日本での栽培品 A. venetum var. 
basikurumon の葉部はすべて Fig. 3 の 3 に, P. hendersonii を基原とするものは 2
に示す TLC パターンとなり, どの実験材料においても基原の確認が可能であっ
た (Fig. 3). 羅布麻茶葉の TLC も Rf 値 0.3 にのみスポットを認め, Rf 値 0.5 に
はスポットを認めず A. venetum を基原とすることが確認できた (Fig. 3).  
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第 2 節 hyperoside と isoquercitrin の定量 
第 1 項 背景 
羅布麻葉のフラボノイド主成分である HP と IQ について, Taubert らはブタの
冠動脈を用いた試験で一酸化窒素 (nitric oxidide : NO) による血管内皮依存性
弛緩作用
24) 
を, Schussler らは心筋活性作用 25) を報告している. これらフラボ
ノイド成分は羅布麻葉の血圧に関与する成分の 1 つと考えられる.  
N i s h i b e らはすでに液体クロマトグラフ法  ( h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d 
chromatography : HPLC) による羅布麻葉中のこれらフラボノイド成分の定量を
報告している .
12) 
今回はエキスを原料とするお茶製品の製造過程で , お茶製品
のみならず ,  その原料エキス ,  エキス原料の羅布麻葉いずれについても同一  
条件でフラボノイド成分の含量測定ができる方法を検討した.  
 
第 2 項 実験方法 
(1) 実験材料 
第 1 節の確認試験で用いた A. venetum を基原とする試料, 及び LLE 0.44％を
含有するよう調製した羅布麻茶液を使用した.  
 
(2) 羅布麻葉 
材料葉の粉末約 400 mg (LLE は  100 mg) を精密に量り, 水で希釈したメタノ
ール (1→2) 20 ml を加え, 還流冷却器を付けて水浴上で 30 分間加熱し, 冷却後, 
ろ過した. 残留物は, 薄めたメタノール (1→2) 20 ml を加え, 同様に操作した. 
全ろ液を合わせ, 薄めたメタノール (1→2) を加えて正確に 50 ml とし, 試料溶
液とした. 別に HP 及び IQ をそれぞれ約 2 mg を精密に量り, メタノール 50 ml 
に溶かし, 水を加えて正確に 100 ml とし, 標準溶液とした. 試料溶液及び標準
溶液 30 µ l ずつを正確にとり定量を行った. HP 及び IQ の検量線はいずれも標準
溶液の調製法により標準溶液 10-120 µg/ml で調製し, 既報 12)と同じく良好な直
線性と相関係数を得た.  
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(3) 羅布麻茶液 
試料溶液 30 µ l を正確にとり定量を行った. 検量線は前項で作成したものを
用いた.  
 
(4) 液体クロマトグラフ法の測定条件 
第 14 改正日本薬局方の一般試験法“液体クロマトグラフ法”の規定に準じ, 
絶対検量線法により行った.  
 装置：Jasco PU-980, Jasco CO-965, カラム：Navi C18-5 (4.6 mm×250 mm) (和
光純薬工業), カラム温度：45℃, 移動相：メタノール／水／酢酸 (100 : 300 : 20, 
v/v), 検出器：紫外吸光光度計 (Jasco UV - 975), 測定波長：330 nm, 流量：1.0 ml/
分  
 
第 3 項 結果 
HPLC による定量結果を Table 1 に示す. A. venetum を基原とする試料及び羅
布麻茶液の全材料において HP と IQ の含有が認められ, 羅布麻茶葉及び羅布麻
葉における含有量は, HP が 0.10-0.42%, IQ が 0.13-0.38%であった. また, 羅布麻
茶葉, 及びこれを原料として作製した LLE 及び羅布麻茶液における HP と IQ は
ほぼ 1：1 の割合で含有していた.  
 
第 4 項 考察 
HPLC を用いたフラボノイド成分の定量は, A. venetum を基原とするお茶製
品 , 製造過程でのお茶製品の原料エキス , エキス原料の羅布麻葉のいずれにも
それぞれ同一の HP 及び IQ の標準溶液を用いることができ, 羅布麻製品の品質
を管理する上で簡便性を与えることができたと考える.  
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Table 1. Content of Flavonoids in Luobuma (%) 
  HP IQ 
Luobuma leaf tea leaf 0.24 0.22 
LLE 0.66 0.66 
Luobuma tea (liquid)  2.8×10-3 (w/v)  2.9×10-3 (w/v)  
Luobuma a 0.23 0.24 
Luobuma b 0.28 0.26 
Luobuma c 0.28 0.27 
Wild plant a 0.23 0.38 
Wild plant b 0.32 0.24 
Wild plant c 0.22 0.24 
Wild plant d 0.10 0.13 
Cultivated a 0.42 0.28 
Cultivated b 0.35 0.32 
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第 2 章 羅布麻茶葉エキスの降圧作用とそのメカニズム 
第 1 節 ラットを用いた羅布麻茶葉エキス経口投与試験 
第 1 項 背景 
羅布麻葉の高血圧自然発症ラット  (spontaneously hypertensive rats: SHR) に
及ぼす影響については報告されているが,
19)
 LLE の SHR と正常ラットの血圧あ
るいは摂餌量, 体重に及ぼす影響について述べた報告はない.  
そこで今回は SHR と , 正常血圧ラットの遺伝的対照として広く用いられてい
るウィスター京都ラット (WKY) を用い, それぞれに LLE の混合飼料を自由摂
取させ, SHR の血圧, 摂餌量及び体重に及ぼす影響, 及び WKY の血圧及び体重
に及ぼす影響について検討した.  
 
第 2 項 実験方法 
(1) 実験材料 (羅布麻茶葉エキスの調製)  
 LLE は第 2 章第 1 節第 2 項に準じ調製した. 指標フラボノイド成分 HP 及び
IQ を HPLC により定量し,26) 各 6 mg/g 含むことで品質の確認を行った.  
LLE の栄養学的評価を Table 2 に示す.23) Mg が多く含まれ, カフェインは含
まれなかった.  
 
Table 2. General Components in LLE 
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(2) 実験動物 
4 週齢の雄性 SHR 及び正常ラットとして同週齢の WKY (船橋農場) を購入後, 
温度 22.5±1.5℃, 湿度 55±15% の条件下の動物室にて飼育した. 2 週間の予備
飼育後 , 血圧及び体重を測定し , 各群  6-7 匹の収縮期血圧の平均値が等しくな
るように群分けした. 飼料は船橋農場の SP 粉末飼料 (SHR 用普通飼料) 及び水
道水を 24 時間自由摂取させた. 
本研究は「実験動物の飼育及び保育等に関する基準」 (昭和 55 年 3 月総理府
告示第 6 号) を遵守して行った. 
 
(3) 投与方法  
SHR における試験では, 予備飼育後, LLE を 1.25% (低用量), 2.5% (中用量), 
5% (高用量) 混合した粉末飼料を 6 週齢から 7 週間自由摂取させ, 8 週目より正
常飼料に置き換えた. また, WKY における試験では, 予備飼育後, LLE を 5% 混
合した飼料を 6 週間自由摂取させた.  
 
(4) 測定方法  
収縮期血圧の測定は 39℃前後の保湿器の中に, ラットを約 3 分入れた後, 無
麻酔状態でテールカフ法 (ソフトロン) により測定した. LLE 適用期間中は, 1
週間または 2 週間毎に血圧 , 体重及び摂餌量を測定した . 摂餌量は 1 ケージ  
(3-4 匹) 毎に測定したものを 1 匹あたりの摂餌量に換算した. LLE 摂取量は , 摂
餌量と飼料への LLE 混合率から求め, 1 匹あたりに換算した.  
 
(5) 統計処理 
各試験群の測定値は平均値±標準誤差で示した. F 検定により分散分析を行っ
た後, Scheffe’s post-hoc procedure test を用いて有意差検定を行った (有意差水準
は 5%未満).  
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第 3 項 結果 
(1) 高血圧自然発症ラットにおける血圧への影響 
 試験期間中の血圧の変化を Fig. 4 に示す. LLE 投与 5 週目から, 2.5%及び 5% 
混入した群は非投与群に比べて有意な降圧作用を示した. LLE 投与 6 週目から
はいずれの群も有意な降圧作用が見られ , 安定した昇圧の抑制作用とその用量
反応性が認められた.  
 LLE の混餌を 7 週間適用後 2 週間休止したが, 降圧効果はこの間ほぼ持続し
LLE 摂取中止によるリバウンド現象は見られなかった.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Effect of LLE on Blood Pressure 
Each value represents the mean±S.E.M. (n=7 or 6). After 3 weeks, the 1 of 7 SHR in 
2.5% LLE group was neglected because of its poor growth. * p<0.05 vs control group 
(Sheffe’s post-hoc procedure test)  
 
 
(2) 高血圧自然発症ラットにおける体重及び摂餌量への影響 
LLE を混合した飼料摂取期間中の体重及び摂餌量の経日変化を Fig. 5 に示す. 
対照群と LLE を 1.25-5% 混入した群を比較したとき, いずれの群においても
Period of treatment (weeks) 
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体重及び摂餌量に差は認められなかった.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5. Effect of LLE on Body Weight (A) and Food Intake & LLE (B) 
(A) Each value represents the mean±S.E.M. (n=7 or 6). After 3 weeks, 1 of 7 SHR in 
2.5% LLE group was neglected because of its poor growth.  
(B) Each value represents the average amount of a cage of 3-4 animals.  
 
(3) ウィスター京都ラットにおける血圧への影響 
試験期間中の WKY の血圧の変化を Fig. 6 に示す. 正常飼料の摂取群及び LLE
摂取群共に, 実験前の血圧が約 90 mmHg, 6 週間目で約 120 mmHg であり加齢に
よる軽度な血圧の上昇が見られたが, LLE 摂取による血圧への影響は見られな
かった.  
  
Period of treatment (weeks) 
Period of treatment (weeks) 
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Fig. 6. Effect of LLE on Blood Pressure in WKY 
Each value represents the mean±S.E.M. (n=6).  
 
 
(4) ウィスター京都ラットにおける体重への影響 
試験期間中の WKY の体重の経日変化を Fig. 7 に示す. 正常飼料摂取群と LLE
摂取群を比較したとき, 差は認められなかった.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7. Effect of LLE on Body Weight in WKY 
Each value represents the mean±S.E.M. (n=6).  
 
Period of treatment (weeks) 
Period of treatment (weeks) 
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第 4 項 考察 
LLE 1.25%, 2.5% 及び 5.0% 混入した飼料を SHR に給餌した結果, 5 週目から
降圧効果が発現し, また用量に依存した降圧が見られた. 7 週間適用後, 2 週間
混餌を休止したが降圧効果は持続し , 急激な昇圧はきたさなかった . 今回の血
圧の経日変化の結果から , いずれの用量の群においても安定した降圧効果が見
られるようになるのは投与 6 週間後頃と考えられた.  
次に, WKY に LLE 5.0% 混入した飼料を給餌した結果, 降圧作用は見られな
かった. つまり, LLE は SHR に対しては降圧作用を示すが, 正常ラットである
WKY の血圧には影響しなかった. このことから, LLE は交感神経活動の亢進し
ているといわれている SHR の血圧にのみ作用し, ホメオタシスを維持している
WKY の血圧には影響しないことが考えられる.  
また, 以上の結果から, 今回用いた LLE の用量では, 体重, 摂餌量等一般症
状には, いずれも影響しないと推察される.  
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第 2 節 ラットを用いた羅布麻茶葉エキス十二指腸内投与試験 
第 1 項 背景 
第 2 章第 1 節の結果より, 無麻酔状態下では, LLE を正常ラットである WKY
に慢性経口投与しても血圧には影響が認められないが, SHR での慢性経口投与
では 6 週目から有意な降圧作用を認めたことを述べた.23)  
そこで本項では SHR を用い, 麻酔下での LLE の十二指腸内 (intraduodenal: 
i.d.) 投与による交感神経系あるいは副交感神経系薬物による血圧反応への影
響について検討した.  
さらに現在 , 「血圧が高めの方に適する食品」とされている主な製品はラク
トトリペプチド , かつお節オリゴペプチド , いわしペプチド等のオリゴペプチ
ドを有効成分とし , その降圧作用はアンギオテンシン変換酵素  (angiotensin- 
converting enzyme：ACE) の阻害であると考えられている. これらの製品は長期
摂取することにより , まれに咳が出ることがあり , 注意が必要といわれてい
る.
27)
 LLE による降圧作用が ACE の阻害によるものか否かを検討するために, 
LLE を麻酔した Sprague Dawley 系ラットに i.d.投与した.  
 
第 2 項 実験方法 
(1) 実験材料 
 LLE の調製及び品質の確認は第 2 章第 1 節第 2 項に準じ行った.  
 
(2) 使用薬物 
dl-noradrenaline (NA, 三共), acetylcholine (ACh, 第一製薬), angiotensinⅠ (ヒ
ト由来, 和光純薬工業), heparin sodium (Sigma). 
 
(3) 実験動物 
体重 360-420g の雄性 SHR (船橋農場) 及び雄性 Sprague Dawley 系ラットを購
入後, 温度 22±2℃, 湿度 55±20% の動物室にて 1 週間以上予備飼育し, 実験に
供した. ラットには SP 固形飼料 (SHR 用普通飼料 (船橋農場) ) 及び水道水を
24 時間自由摂取させた.  
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本研究は「実験動物の飼育及び保育等に関する基準」 (昭和 55 年 3 月総理府
告示第 6 号) を遵守して行った. 
 
(4) 測定方法 
実験は, 20% Urethane 500 mg/kg 及び 2% α-chloralse 50 mg/kg の混合液 (腹腔
内投与, intraperitoneal : i.p.) を用いた麻酔下で行った . 全身血圧は右大腿動脈
に挿入したカニューレから圧トランスジューサー  (日本光電 , 血圧モニタリン
グ用ライフキット) を介し , ひずみ圧力用プリアンプ  (日本光電 , AP-621G) に
より測定した . 心拍数は体部血圧の収縮期をトリガーとして瞬時心拍数用プリ
アンプ (日本光電, AT-601G) により測定した. i.v.投与は左大腿静脈に薬物注入
用のカニューレを留置して行った . i.d.投与は腹部中央線で開腹した後 , 胃壁を
一部切開し, 胃内から十二指腸起始部にカニューレを挿入して行った.  
 
(5) 投与方法 
LLE はテフロンホモジナイザーを用いて精製水に懸濁し , i.d.投与に用いた . 
また薬物は , 静脈内 (intravenous : i.v.) 投与では生理食塩水に溶解して用いた . 
投与用量は i.d.用には 500 µl/100g (体重), i.v.用には 50-100 µl/100g (体重) とし
た.  
 
ⅰ) 十二指腸内単回投与時の降圧と用量反応性 (高血圧自然発症ラットにおけ
る検討) 
実験 ⅱ, ⅲを行うにあたり麻酔した SHR に LLE 30, 100, 300, 1,000 mg/kg を
それぞれ単回  i.d.投与し , 降圧作用とその用量反応性を見た . 投与間隔は , 先
に投与した LLE による血圧への影響が消失する 40-60 分以上の間隔をあけ, 次
の LLE を投与した.  
 
ⅱ) ノルアドレナリンによる昇圧及びアセチルコリンによる降圧作用に対する
影響 (高血圧自然発症ラットにおける検討) 
麻酔した SHR において, LLE (i.d.) 投与が NA 及び ACh による作用に及ぼす
 
  
20 
影響について検討した. 実験ⅰにより降圧が確認された LLE の用量について低
用量群 (30 または 100 mg/kg) 及び高用量群 (300 または 1,000 mg/kg) を設定し, 
明らかな降圧を確認して LLE を投与した . 次に LLE 投与前の時点と LLE 投与
後の降圧効果が持続している時点で, NA を 3 または 5 µg/kg (i.v.), 及び ACh を
1 または 2 µg/kg (i.v.) 投与した.  
 
ⅲ) angiotensinⅠの昇圧作用に対する影響 (Sprague Dawley ラットにおける検
討) 
 Sprague Dawley 系ラットに LLE (i.d.) 投与後 , 10, 30 及び 50 分後に
angiotensinⅠを 300 ng/kg (i.v.) 投与して LLE 投与前の angiotensinⅠによる昇圧
の程度と比較した. LLE の用量は , 実験ⅰの用量反応性に関する結果から 300 及
び 1,000 mg/kg とした.  
 
(6) 統計処理 
各実験群の測定値は平均値±標準誤差で示した. 有意差検定については, 実
験ⅰでは, ニ元配置分散分析後, Scheffe post-hoc testによりLLE投与前後の比較
を行った. 実験ⅱでは, 分散分析後, 対応のある t-test によりLLE投与前後の
比較を行った. 実験ⅲでは, 一元配置分散分析後, Fisher's PLSD post-hoc testに
よりLLE投与の影響について検討した.  
 
第 3 項 結果 
(1) 十二指腸内単回投与時の降圧と用量反応性  (高血圧自然発症ラットにおけ
る検討) 
LLE 投与により , 投与量に依存して有意な血圧低下が認められた . 標準的な
降圧パターンを Fig. 8 に示す. LLE 投与後 , 10 分前後から緩徐な降圧作用が見ら
れ始め , 最大降圧は投与後約 30-40 分後であった . 収縮期血圧の最大降圧値に
ついては, 30 mg/kg から 300 mg/kg においては 9 mmHg から 21 mmHg と降圧は
増大したが , それ以上の用量  (1,000 mg/kg) では降圧の増大は見られなかった  
(Table 3). いずれの用量においても緩徐に降圧し, LLE 投与前と比較し有意な降
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圧作用を示した. 心拍数には影響が認められなかった.  
 なお , 溶媒  (精製水 ) のみの投与は血圧 , 心拍数のいずれにも影響を及ぼさ
なかった.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8. Standard Pattern of Decrease in Blood Pressure by LLE  
 
 
Table 3. Dose-response Curve of Hypotensive Effect of LLE 
 
 
 
 
 
 
B.P. : blood pressure. Each value represents the mean±S.E.M. (n=3-9).  
 
(2) ノルアドレナリンによる昇圧及びアセチルコリンによる降圧作用に対する
影響 (高血圧自然発症ラットにおける検討) 
LLE の低用量及び高用量処置はいずれも, NA による昇圧及び ACh による降
300 mg/kg LLE (A) and 1000mg / kg (B) are administrated (i d.).
(A)
(B)
300 mg/kg
1000 mg/kg
0 10 20 (min.)
0 20 40 (min.)
（ mmHg ）
200
100
0
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圧作用に有意な影響を及ぼさなかった (Fig. 9, Table 4, 5).  
 
A: Precontrol (Before Administration of LLE) 
 
 
 
 
 
B: After Administration of LLE 
 
 
 
: 
 
 
 
Fig. 9. Effect of Pretreatment with LLE on NA-induced Increase and 
ACh-induced Decrease in Blood Pressure in SHR 
 
Table 4. Effect of Pretreatment with LLE on NA-induced Increase in Blood 
Pressure of SHR  
 
 
 
 
 
 
B.P. : blood pressure. Each value represents the mean±S.E.M. (n=3 or 4).  
Differences of effect between before and after treatment : not significant.  
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Table 5. Effect of Pretreatment with LLE on ACh-induced Decrease in Blood 
Pressure of SHR 
 
 
 
 
 
 
B.P. : blood pressure. Each value represents the mean±S.E.M. (n=6 or 4).  
Differences of effect between before and after treatment : not sigificant.  
 
(3) angiotensinⅠの昇圧作用に対する影響 (Sprague Dawley ラットにおける検 
討) 
LLE 前処置したときの angiotensinⅠの昇圧作用に対する経時変化においては, 
いずれの時点においても LLE 投与前と比較して有意な昇圧の抑制は認められ
なかった (Fig. 10, Table 6). すなわち, angiotensinⅠから angiotensinⅡへの代謝
に関与する ACE の阻害に基づく昇圧の抑制作用は見られなかった. なお LLE
前処置はいずれの量においても  Sprague Dawley 系ラットの血圧に影響を及ぼ
さなかった. 生理食塩水のみの i.v.投与も血圧に影響を及ぼさなかった.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10. Effect of Pretreatment with LLE on AngiotensinⅠ-induced Increase in 
Blood Pressure in Sprague Dawley Rats 
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Table 6. Effect of Pretreatment with LLE on AngiotensinⅠ-induced Increase in 
Blood Pressure of Sprague Dawley Rats 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B.P. : blood pressure. Each value represents the mean±S.E.M. (n=6 or 4).  
Differences of effect between before and after treatment : not significant.  
 
 
第 4 項 考察 
麻酔した SHR を用いた本実験では, LLE 単回 i.d.投与時の降圧において, 100 
mg/kg までは用量に依存した降圧が見られるが, 300 mg/kg 以上に用量を増大し
ても最大降圧は増加しなかった (Table 3). これは LLE が腸管から一度に吸収さ
れ , 血中に移行する量には限界がある可能性や作用部位での反応の天井効果が
考えられる. また, 降圧の持続時間は 300 mg/kg ではおよそ 10 分, 1,000 mg/kg 
ではおよそ 30 分と高用量で長くなる傾向があった (Fig. 8) ことから, i.d.投与
時 LLE はゆっくり吸収され, 緩徐に降圧すると考えられる.  
本実験で LLE は, SHR への単回投与で有意な降圧作用を示したが, 本章第 1
節の慢性経口投与では, LLE は SHR に対し 5 または 6 週目から有意な降圧作用
を示し  (Fig. 4),23) 効果の発現までの時間に差が認められた . これは , 前者では
LLE 投与時の SHR 血圧が約 150mmHg だったのに対し, 後者では LLE 投与開始
時の SHR は 6 週齢（血圧約 120mmHg）であったため, すぐに降圧は見られず,  
徐々に血圧が上がった 5 週間目頃から降圧作用が認められたと考えられる. ま
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た , 前者は麻酔下 , 後者は無麻酔下であったため , 後者はより交感神経が働い
ていると考えられ , このことも降圧発現時期の差に影響している可能性が考え
られる.  
また LLE の i.d.投与は NA や ACh の血圧反応に影響しなかった (Fig. 9, Table 
4, 5). 従って LLE 摂取後に交感神経系あるいは副交感神経系に作用する薬物 , 
食物あるいは飲料水と同時に摂取しても相互作用は見られないことが示唆され
た.  
LLE の i.d.投与後の NA による昇圧作用には影響がなかった  (Fig.9, Table 4) 
ことから , α受容体やβ受容体遮断に基づく降圧ではないと考えられる . また , 
麻酔した Sprague Dawley ラットにおける angiotensinⅠから angiotensinⅡに代謝
された後昇圧する作用に対して, LLE は抑制しなかった (Fig. 10, Table 6) こと
から, LLE の降圧作用は ACE 阻害作用に基づくものではないと考えられる.  
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第 3 節 ラット腸間膜動脈を用いた羅布麻茶葉エキス灌流試験 
第 1 項 背景 
第 2 章第 1 節及び第 2 節の結果より, LLE は, 無麻酔状態でも麻酔状態でも
SHR では有意な降圧作用を有し ,23,28) その降圧作用は , 少なくとも麻酔した
Sprague Dawley ラットでは ACE 阻害によるものではないことが確認された.28)  
血管内皮細胞は血管トーヌス及び血圧の主要な調節組織である . 太い動脈で
は NO が主な血管トーヌスの規定因子であり, 抵抗血管では内皮由来過分極因
子 (endothelium-deprived hyperpolarizing factor：EDHF) が重要な役割を果たし
ていることが示唆されている.
29)
 Kwan らは羅布麻葉エキスをラットの摘出冠動
脈に投与し, 内皮由来弛緩因子である NO による内皮依存性の血管弛緩作用を
有することを報告している.
30)
 本項では, さらに血管への LLE の作用を調べる
ことを目的に , 血圧調節の主要部位である抵抗血管の細動脈を含む腸間膜動脈
血管床の摘出標本を用いて LLE の血管拡張作用とその発現機序について検討
した.  
 
第 2 項 実験方法 
(1) 実験材料 
  LLE の調製及び品質の確認は第 2 章第 1 節第 2 項に準じ行った.  
 
(2) 使用薬物 
各種試薬は次のものを使用した. ACh (第一製薬), methoxamine hydrochloride 
( 日 本 新 薬 ), papaverine ( 大 日 本 製 薬 ), sodium deoxycholate (SD, Sigma), 
NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, Sigama), indomethacine (和光純薬工業), 
KCl (和光純薬工業), tetraethylammonium (TEA, Sigma), atropine sulfate (和光純
薬).  
indomethacin 及び SD を除く全ての試薬は蒸留水に溶解させ , 2-7 µM 
methoxamine を含む Krebs-Ringer bicarbonate 液 (以下 Krebs 液と称する. 組成 ; 
KH2PO4 1.2 mM, NaCl 120.0 mM, KCl 5.0 mM, MgSO4 1.2 mM, NaHCO3 25.0 mM, 
ethylenediamine-tetraacetic acid (EDTA)-2Na 27 nM, CaCl2 2.4 mM, glucose (Glu) 
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1.0 mM (pH 7.4))で調製した. indomethacin は 98% エタノールに溶かし, 7 µM 
methoxamine を含む Krebs 液で希釈調製した. SD は 0.9%生理食塩水に溶かした. 
ACh は内皮保持標本に注入する際, methoxamine を含む Krebs 液で調製した.  
 
(3) 実験動物 
 9-11 週齢の Wistar 系雄性ラット (体重 280-350g) は 清水実験材料より購入
し, 室温 23±2℃, 湿度 45±5%, 照明時間(8 : 00-20 : 00) の条件下で飼育した. 
固形飼料 (オリエンタル酵母工業) 及び水道水を 24 時間自由に摂取させた.  
 
(4) 摘出腸間膜動脈血管床標本の灌流 
  ラットに pentobarbital-Na を i.p.投与して麻酔下にて開腹し, Kawasaki らの方
法
31) 
でラット腸間膜動脈血管床を摘出して灌流標本とした . 上腸間膜動脈内
へポリエチレン製カニューレを挿入し , Krebs 液を注入して血管床内の血液を
除去した後, 腸間膜動脈血管床を腸管ごと摘出した. 摘出した血管床は 4 本の
主動脈を残し, それ以外の動脈は結紮後切断し, 4 本の主動脈から出る動脈分岐
を腸管側の近くで切り離して , 腸間膜動脈血管床の灌流標本とした . 標本を灌
流装置に設置後, Krebs 液を peristaltic pump (AC-2120, ATTO 製) で一定流量 (5 
ml/分) で灌流した. また, 標本の乾燥を防ぐため, Krebs 液 (0.5 ml/分) で標本
の表面を灌流した. Krebs 液はあらかじめ 95 % O2, 5 % CO2 の混合ガスを飽和
させ , 37℃に保温したガラス製蛇管内を通過させた . 標本とポンプの間に置い
た圧トランジューサー  (TP-200T, 日本光電製) にて灌流圧を測定し , 灌流圧の
変化を血管緊張度変化として , 記録計  (model U-228, 日本電子化学製) 上に記
録した. 
 
 
(5) 血管内皮細胞の化学的除去 
血管内皮細胞の除去は, Krebs 液と共に 5 ml/分で SD (1.8 mg/ml) を 30 秒間灌
流して行った.
32,33) SD の灌流によって, 一過性の灌流圧上昇  (20-30 mmHg) が
見られた . その後 , SD を含まない Krebs 液で 60 分間標本を洗浄した後 , 
methoxamine (2 µM) を含む Krebs 液での細動脈血管平滑筋の収縮により灌流圧
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を上昇させ, ACh (1 nM) 注入によって生じる内皮依存性の平滑筋弛緩反応によ
る灌流圧低下が消失することで, 血管内皮細胞の除去を確認した.  
 
(6) 実験プロトコール 
LLE を内皮保持標本及び内皮除去標本に灌流した.  
 
1) 内皮保持標本 ; 腸間膜動脈標本に Krebs 液を 5 ml/分で灌流し, 弛緩反応を
観察するために methoxamine (7 µM) で血管を収縮させ灌流圧を一定レベルま
で上昇させた . 灌流圧が安定した後 , ACh (100 pmol) を注入し, 血管内皮細胞
依存性の弛緩が起こることで , 正常内皮の存在を確認した . その後 , LLE を 7 
µM methoxamine を含む Krebs 液で各濃度 (100 pg/ml, 1 ng/ml, 3 ng/ml, 10 ng/ml, 
30 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml, 1 µg/ml, 3 µg/ml, 10 µg/ml) に調製し, 15 分間隔で
標本内に灌流させ , 血管弛緩反応を観察した. なお, LLE 作用間隔時間は LLE
の作用が平衡に達する時間を考えて設定した . 血管弛緩反応は , 実験の最後で
papaverine (100 µM) を灌流して起こる最大弛緩を 100 %とし,これに対する弛
緩率で評価した.  
また, LLE の血管内皮由来弛緩因子の関与及び内皮細胞のムスカリン受容体
への作用について検討した . 内皮保持標本を用いて , Krebs 液のみを灌流後 , 
Krebs 液に各薬物 (L-NAME 100 µM, indomethacin 1 µM, KCl 60 mM, TEA 5 mM, 
atropine 1 µM) を添加して灌流圧を安定させ, さらに methoxamine (2-7 µM) を
含む Krebs 液に各薬物を添加して標本を灌流した. 灌流圧を一定レベルまで上
昇させた後 , ACh (100 pmol) を注入して各薬物の内皮弛緩への作用を観察後 , 
この Krebs 液で各濃度の LLE を調製し, 灌流することで各薬物の LLE に対す
る作用について観察した. ただし, 1 標本で検討した薬物は 1 種類である.  
 
2) 内皮除去標本 ; 内皮保持標本と同様に LLE の各濃度溶液を 15 分間隔で灌流
し, 弛緩反応を観察した.  
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(7) 統計処理 
得られた実験値は平均値±標準誤差で表した. 統計学的解析では 2 群間の比
較を対応のない Student’s t-test を用いた(有意差水準は 5%未満).  
 
第 3 項 結果 
(1) 羅布麻茶葉エキスの内皮保持標本及び内皮除去標本における血管弛緩作用  
ラット腸間膜動脈灌流標本  (内皮保持標本 ) の特徴として , methoxamine (7 
µM) 含有 Krebs 液で血管を収縮させて灌流圧を上昇させ, 2 時間半の灌流で灌
流圧は徐々に低下し, 当初の 20%の圧まで低下した (Fig. 11(A) コントロール) .
内皮除去標本ではこの低下は軽微であった(Fig. 11(B)). 
LLE を内皮保持標本及び内皮除去標本に灌流したときの血管弛緩反応を Fig. 
11 に示す. 内皮保持標本において, LLE の灌流により濃度依存的な灌流圧の低
下 , すなわち血管弛緩反応が観察され , コントロールと比較してその弛緩の程
度は有意に大きかった. 一方, 内皮除去標本では, LLE による弛緩は内皮保持標
本と比べて顕著に抑制され , コントロールと比較して有意に小さかった . これ
らのことから, ラット腸間膜動脈血管床における LLE の血管弛緩作用には内皮
依存性弛緩機序が関与することが明らかになった.  
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(A) with endothelium                   (B) without endothelium 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11. Concentration-dependent Vasodialtion by LLE in Rat Perfused Mesentric 
Vascular Beds with Intact Endothelium (+E ) or without Endothelium (-E) in the 
Presense of Active Tone Produced by Methoxamine (7 or 2 µM) 
Krebs’ solution containing methoxamine (7 µM) which does not contain LLE was 
used as control. The vasodilation is expressed as a percentage of the maximum 
relaxation induced by 100 µM papaverine at the end of the experiment. Each value 
represents the mean±S.E.M. *p<0.05, **p<0.01 vs responses in control.  
 
(2) 羅布麻茶葉エキスの血管弛緩作用に対する各種内皮由来弛緩因子阻害薬の
影響 
LLE による血管弛緩に関与する血管内皮由来弛緩因子について各種阻害薬を
用いて検討した. LLE にシクロオキシゲナーゼ阻害薬である indomethacin, 過分
極を阻止するために高 KCl を添加して同時灌流した実験結果を Fig. 12 及び 13 
に示す. 高 KCl を添加した Krebs 存在下では, LLE による弛緩反応は有意に抑制
された. しかし, 高濃度の LLE による弛緩反応は完全に抑制されなかった. こ
のことから, LLE の内皮依存性血管弛緩作用には EDHF が関与していることが
推察された . ラット腸間膜動脈血管等の抵抗血管では内皮依存性の弛緩反応の
ほとんどが EDHF を介した反応であることが報告されている.34) 従って, LLE の
弛緩反応は EDHF を介する弛緩であると考えられる. また, シクロオキシゲナ
Log [LLE]     (mg/ml)         Log [LLE]   (mg/ml) 
control (+E) (=5) 
LLE (+E) (n=7) 
control (-E) (=5) 
LLE (-E) (n=5) 
 
  
31 
ーゼ阻害薬の indomethacin 添加では, LLE の血管弛緩作用は強くなったことか
ら, プロスタノイド類が LLE による弛緩作用を阻害している可能性が示唆され
た.  
さらに, LLE に L-NAME と高 KCl の両方を添加したときの血管弛緩反応を Fig. 
14 に示す. LLE による弛緩反応は高 KCl と L-NAME を加えることにより LLE
の弛緩作用は消失し, 高濃度での反応も完全に抑制された. この結果から, LLE
は高濃度になると NO を介した弛緩を起こすことが判明した.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 12. Effect of 1 µM Indomethacin on LLE-induced Vasodilation in Rat 
Perfused Mesentric Vascular Beds with Intact Endothelium (+E) 
 The vasodilation is expressed as a percentage of the maximum relaxation induced by 
100 µM papaverine at the end of the experiment. Each value represents the 
mean±S.E.M. *p<0.05, **p<0.01 vs responses in LLE (+E).  
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Fig. 13. Effect of 60 mM KCl Containing Krebs Solution on LLE-induced 
Vasodilation in Rat Perfused Mesentric Vascular Beds with Intact Endothelium 
(+E) 
The vasodilation is expressed as a percentage of the maximum relaxation induced by 
100 µM papaverine at the end of the experiment. Each value represents the 
mean±S.E.M. **p<0.01 vs responses in LLE (+E) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Va
so
di
la
tio
n
(%
)
log[LLE]                  (mg/ml)
** ** ** **
**
**
** **
-8 -6 -4 -2
0
20
40
60
80
100
**
-◆- : LLE + KCl (n=5)
-○- : LLE (+E)
Va
so
di
la
tio
n
(%
)
(n=7) 
Log [LLE]      (mg/ml)  
 
 (=5) 
 ( ) (n=7) 
 
  
33 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14. Effect of the Combination of 100 µM L-NAME and 60 mM KCl 
Containing Krebs Solution on LLE-induced Vasodilation in Rat Perfused 
Mesentric Vascular Beds with Intact Endothelium (+E) 
The vasodilation is expressed as a percentage of the maximum relaxation induced by 
100 µM papaverine at the end of the experiment. Each value represents the 
mean±S.E.M. *p<0.05, *p<0.01 vs responses in LLE (+E) 
 
ラット腸間膜動脈ではまだ EDHF の本体についてわかっていないが, その作
用発現に K+チャンネル 35) の開口が重要であることは知られている . そこで
LLE の弛緩作用に対する K+チャネル阻害薬について検討した. Ca 依存性 K+チ
ャンネル阻害薬である TEA を添加したときの LLE の弛緩作用を Fig. 15 に示す. 
TEA は LLE による弛緩を顕著に抑制したが, LLE 高濃度における弛緩反応に対
して全くその効果を示さなかった. TEA により LLE 高濃度の弛緩反応が全く抑
制されなかったことは, TEA で遮断できない過分極由来の弛緩と NO による弛
緩が考えられるが, LLE 高濃度では前述で記載したように NO が関与している
と考えられることから, TEA によって抑制できなかったと考えられる.  
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Fig. 15 Effect of 5 mM TEA on LLE-induced Vasodilation in Rat Perfused 
Mesentric Vascular Beds with Intact Endothelium (+E) (n=5) 
The vasodilation is expressed as a percentage of the maximum relaxation induced by 
100 µM papaverine at the end of the experiment. Each value represents the 
mean±S.E.M. *p<0.05, **p<0.01 vs responses in LLE (+E) 
 
(3) 羅布麻茶葉エキスの血管弛緩作用に及ぼす抗ムスカリン薬の影響  
LLE 自身がムスカリン受容体に作用するかを検討するため, 抗コリン薬であ
る atropine を使用した (Fig. 16). LLE に atropine を加えて同時灌流しても LLE
による弛緩作用に殆ど変化が見られなかった . この結果から , LLE 中にはコリ
ン作動薬のような働きをする物質は含まれていないと推察された.  
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Fig. 16. Effect of 1 µM Atropine on LLE-induced Vasodilation in Rat Perfused 
Mesentric Vascular Beds with Intact Endothelium (+E) (n=7)  
The vasodilation is expressed as a percentage of the maximum relaxation induced by 
100 µmol/l papaverine at the end of the experiment. Each value represents the 
mean±S.E.M. *p<0.05 vs responses in LLE (+E) 
 
 
第 4 項 考察 
今回, ラット腸間膜動脈抵抗血管における LLE の血管弛緩作用とその発現機
序について検討した結果, LLE は濃度依存的な内皮依存性の血管弛緩作用を起
こすことが判明した . この結果はブタの冠動脈を用いた実験と一致した .
24)
 ま
た, LLE による弛緩反応は L-NAME で NO 産生を抑制した状態でも出現し, 高
K+で過分極を抑制した状態では著しくその弛緩が抑制された . 従って , LLE は
平滑筋を過分極させ, 弛緩作用を起こすと考えられた. さらに K+チャンネル阻
害薬である TEA により LLE 濃度 100 µ g/ml 以上を除いて有意に抑制されたこ
とから, LLE は K+チャンネルを介して抵抗血管弛緩作用を生じると推察された. 
しかし, LLE 濃度 100 µg/ml よりも高濃度になると高 K+状態下でも完全に抑制
されず, 高 KCl に L-NAME を添加することで LLE による弛緩を完全に抑制し
た. 従って, LLE は高濃度では NO 産生を促進する作用があると考えられた.  
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NOは不対電子を持つラジカルであり, 36) スーパーオキシドは NOと反応して
NO の血管弛緩因子としての作用を消滅させる. 高濃度 LLE による NO 産生の
促進は, LLE の抗酸化作用 16)によりスーパーオキシドが消去されたことで, NO
活性が上昇したことに起因すると考えられる．  
以上より , 血圧維持に重要な役割を担う抵抗血管について検討した本実験の
結果 , LLE はラット腸間膜動脈において , 低濃度では K+チャンネルを介した
EDHF で, 高濃度になると EDHF 及び NO による血管弛緩作用が関与すること
が判明した.
37)
 
これまでに, Kwan らは羅布麻葉エキスをラット摘出冠動脈に用い, NO によ
る内皮依存性の血管弛緩作用を有することを報告している .
30)
 従って , ラット
における LLE の内皮由来弛緩作用は, 冠動脈血管では主に NO, 抵抗血管であ
る腸間膜血管では主に NO と EDHF によることが示唆された. 
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第 3 章 羅布麻茶葉エキス含有フラボノイドの降圧作用と血管機能改善効果 
第 1 節 羅布麻茶葉エキス含有フラボノイドの降圧作用 
第 1 項 背景 
第 2 章第 1 項の結果より, LLE は SHR に対し有意な降圧作用を有することが
明らかとなった.
23,28)
 
羅布麻葉中の主フラボノイド成分は HP と IQ であり, これら 2 成分は羅布麻
茶葉から作製した LLE 中にも主フラボノイド成分として含有され, その比率は
ほぼ 1：1 である.26) HP と IQ のアグリコンである quercetin には降圧作用に関す
る報告があるが, HP と IQ に関する詳細な報告がない. 本項では, LLE の降圧作
用機序のさらなる解明のため, SHR へ HP, IQ 及び両成分等量混合物 (「HP+IQ」) 
を経口投与し, 血圧へ及ぼす影響について検討した.  
 
第 2 項 実験方法 
(1) 実験材料 
被験物質は次のものを使用した. HP (95%, アルプス薬品工業), IQ (95%, ア
ルプス薬品工業).  
 
(2) 使用薬物 
試薬は次のものを使用した . カルボキシメチルセルロースナトリウム 
(sodium carboxymethyl cellose : CMC, 和光純薬工業).  
 
(3) 実験動物 
体重 60-100g, 4 週齢雄性 SHR/Izm 系ラットを購入 (船橋農場) し, 室温 22 
±2℃, 湿度 55 ± 20%の条件下で 2 週間の予備飼育後試験に供した. 動物は各群
間の平均体重及び収縮期血圧がほぼ等しくなるよう 7 群 (n=7) に分けた. ラッ
トには SP 固形飼料 (船橋農場) 及び水道水を 24 時間自由摂取させた.  
また, 体重 280-330g, 11 週齢雄性 WKY を購入 (船橋農場) し, 3 日間予備飼育
後試験に供した. 予備飼育期間中は SHR と同様に飼育した.  
本研究は「実験動物の飼育及び保育等に関する基準」 (昭和 55 年 3 月総理府
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告示第 6 号) を遵守して行った. 
 
(4) 投与方法 
被験物質 HP, IQ,「HP+IQ」はいずれも 0.5% CMC に懸濁し, 1 ml/100g 体重
に調製した.「HP+IQ」は HP 及び IQ を 1：1 に混合して用いた. 投与用量は, H P
及び IQ はそれぞれ 20, 40 mg/kg,「HP+IQ」は 40 mg/kg, 対照群には 0.5%CMC
を投与した . 被験物質の投与は 6 週齢から開始し , 毎日 , 胃内強制経口投与に
より行い, 投与期間は 7 週間とした.  
 
(5) 血圧, 体重及び摂餌量の測定及び一般症状の観察  
血圧  (収縮期血圧 ) は , 無麻酔下で非観血的自動血圧測定装置  (ソフトロン
BP-98A) を用いてテールカフ法により 3-7 回測定し, 心拍数が安定した時の測
定値の平均値を採用した . 血圧の測定は当日の被験物質投与前  (前日投与の
17-18 時間後) とし, 毎週測定した. 体重及び摂餌量の測定は血圧測定後に実施
した. 一般症状は毎日の被験物質投与時に観察した.  
 
(6) 統計処理 
 得られた実験値は平均値±標準偏差で表した . 有意差検定は , 一元配置分散
分析後, Fisher PLSD または Sheffe により行った (有意差水準は 5%未満).  
 
第 3 項 結果 
(1) 羅布麻茶葉エキス含有フラボノイドの高血圧自然発症ラットにおける血圧
への影響 
HP 及び IQ の投与 7 週間における収縮期血圧の経時変化を Fig. 17 に示す. 対
照群と比較して HP 20, 40 mg/kg 投与群及び IQ 20, 40 mg/kg 投与群では有意な
降圧作用は認められなかった.  
実際の LLE には, HP 及び IQ は単独ではなく混合して存在することから, 両
者の等量混合物「HP+IQ」40 mg/kg を 7 週間投与した. その結果, 対照群と比較
して「HP+IQ」投与 4, 6, 7 週間後に有意な降圧作用が認められ,「HP+IQ」40 mg/kg
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投与による降圧効果の持続性が確認された (Fig. 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17. Effect of HP or IQ on Systolic Blood Pressure (SPB) in SHR 
HP or IQ were orally administered for 7 weeks, respectively. Each value represents 
the mean± S.D. (n=6-7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 18. Effect of Ｍixture [HP+IQ] on Systolic Blood Pressure (SPB) in SHR 
[HP+IQ] was orally administered for 7 weeks. Each value represents the mean± S.D. 
(n=6-7).  
 
(2) 羅布麻茶葉エキス含有フラボノイドの高血圧自然発症ラットにおける体重
及び摂餌量への影響 
HP, IQ 及び「HP+IQ」投与 7 週間における体重及び摂餌量の経時変化を, そ
れぞれ Fig. 19, 20, 21, 22 に示す. 対照群と比較し, HP 及び IQ 単独投与, さらに
同時投与による体重及び摂餌量への影響は認められず, 一般症状にも異常は認
Period of treatment (weeks) Period of treatment (weeks) 
Period of treatment (weeks) 
 
  
40 
められなかった.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 19. Effect of HP or IQ on Body Weight in SHR 
HP or IQ were orally administered for 7 weeks, respectively. Each value represents 
the mean± S.D. (n=7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 20. Effect of Ｍixture [HP+IQ] on Body Weight in SHR 
[HP+IQ] was orally administered for 7 weeks. Each value represents the mean± S.D. 
(n=7).  
 
 
 
 
 
 
Period of treatment (weeks) Period of treatment (weeks) 
Period of treatment (weeks) 
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Fig. 21. Effect of HP or IQ on Food Intake in SHR 
HP or IQ were orally administered for 7 weeks, respectively. Each value represents 
the the mean (n=7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 22. Effect of Ｍixture [HP+IQ] on Food Intake in SHR 
[HP+IQ] was orally administered for 7 weeks. Each value represents the the mean 
(n=7).  
Period of treatment (weeks) 
Period of treatment (weeks) Period of treatment (weeks) 
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第 4 項 考察 
HP と IQ が血圧へ及ぼす影響について, Hoki らは SHR へ IQ 400 µg/kg, 4, 40 
mg/kg の経口投与では降圧作用を認めず, 羅布麻葉から抽出した HP 及び IQ 混
合物 40 mg/kg で投与 6 週目に有意な降圧作用を認めたことを報告している  
(「HP+IQ」における HP 及び IQ の含有量はそれぞれ 41.7 及び 57.5%, IQ/HP＝
1.4).38) 本研究において, IQ は降圧作用を示さず「HP＋IQ」に降圧作用が認めら
れたことは (IQ/HP＝1), Hoki らの結果と一致した (Fig. 17, 18). さらに, 本研
究では HP が降圧作用を示さないことをはじめて明らかにした (Fig. 17).  
よって, HP 及び IQ は単独では降圧作用を示さず, 両成分は共存下において降
圧作用を有することを明らかにした. すなわち, LLE の降圧作用には HP と IQ
が共に関与していることが示された.  
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第 2 節 羅布麻茶葉エキス含有フラボノイドの血管機能改善効果 
第 1 項 背景 
第 2 章の結果より, LLE の降圧作用には内皮細胞が関与し, その機序は, ラット
抵抗血管 (腸間膜動脈) では NO 及び EDHF による血管弛緩作用によることが
示された.
37)
 さらに第 3 章第 1 節の結果より, LLE の主フラボノイド成分である
HP と IQ は, 単独では降圧作用を示さないが, 共存下において降圧作用を有す
ることを明らかにした.
39)
 
2002 年, Taubert らは, ブタ冠動脈にポリフェノールを用いた灌流実験を行い, 
HP 及び IQ は NO 合成能の活性を高めたこと, さらに NO による内皮依存性の
血管弛緩作用を示しことを報告している.
24)
  
そこで本項では, LLE の主フラボノイド成分が血管機能へ及ぼす影響につい
て調べるため, 「HP+IQ」の経口投与により降圧効果が認められた SHR を用い, 
「HP+IQ」が血管に及ぼす影響について in vivo 試験にて検討した.  
 
第 2 項 実験方法 
(1) 実験材料  
被験物質の HP 及び IQ は第 3 章第 1 節第 1 項に準じた.  
 
(2) 使用薬物 
各試薬は次のものを使用した. CMC (和光純薬工業), 10%中性緩衝ホルマリン
溶液  (和光純薬工業 ), ヘマトキシリン液  (武藤化学 ), エオジン液  (武藤化学), 
抗ヒト平滑筋アクチン (Smooth muscle actin : SMA)・マウスモノクロナール抗
体  (DakoA/S 社 , Denmark), 抗内皮 NO 合成酵素  (endothelial NO synthase : 
eNOS)・マウスモノクロナール抗体 (BD Biosciences Pharmingen 社, USA), リン
酸緩衝液  (PBS, pH 7.2 に調製), Dako EnVison キット+ポリマー試薬  (labeled 
polymer HRP anti-rabbit (K4002, Dako 社), 3’3-diaminobenzidine (DAB, トリス錠
No.4065-1, 武藤化学), マイヤー・ヘマトキシリン溶液  (武藤化学), EDTA-2Na
溶液 (関東化学), bovine serum albumin (BSA, Sigma). 
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(3) 実験動物 
  実験動物は, 第 3 章第 1 節において 0.5% CMC または「HP+IQ」を 7 週間経
口投与した SHR 及び 0.5% CMC を 7 週間経口投与した WKY を用いた. 
本研究は「実験動物の飼育及び保育等に関する基準」 (昭和 55 年 3 月総理府
告示第 6 号) を遵守して行った. 
 
(4) 採血及び心臓摘出 
投与期間終了後 , 腹部大静脈から採血を行い , 冷却下で遠心分離  (3,500 rpm 
× 20 分間) 後, スピッツ管に血漿を採取した. 採取した血漿は, 血中 NO 濃度の
分析に使用するまで-80℃にて保管した . 心臓は摘出後 , 10%中性緩衝ホルマリ
ン溶液にて固定 , 保管し, 血管中膜の厚さの測定及び eNOS 活性の検討に用い
た.  
 
(5) 血管平滑筋アクチン及び内皮一酸化窒素合成酵素の免疫組織化学染色と形
態計測  
摘出した心臓を 10%中性緩衝ホルマリン溶液で固定後, 常法に従いパラフィ
ン包理を行い, 約 3 µm の薄切切片にして冠動脈組織標本を作成し, ヘマトキシ
リン･エオジン染色ならびに免疫染色用の標本とした . 作成した標本は , 常法
に従いパラフィン切片を脱パラフィンの後 , 内因性ペルオキシダーゼを阻止す
るため 3% H2O2 メタノールにて処理後, 1 次抗体を 37℃で 60 分反応させた. 1
次抗体として , 中膜染色には抗 SMA・マウスモノクロナール抗体  (1：100), 
eNOS 染色には抗 eNOS・マウスモノクロナール抗体 (1：500) を用いた. 作成
した標本の 1 次抗体反応後, PBS で 5 分間 3 回洗浄し, 2 次抗体として 2 次抗体
ポリマー試薬で室温にて 30 分間反応させた. さらに, PBS で 3 回洗浄後, DAB
にて 2 分間発色 (茶褐色) させ, 蒸留水で DAB の反応を停止させて Bioleit 封入
を行い鏡検した. 血管中膜は染色後の鏡検 (Nikon Eclipse E600) 下, NIH- image
で中膜の厚さを形態計測した . また , 核染色にはマイヤー・ヘマトキシリン溶
液を用いた.  
なお, eNOS の免疫組織化学染色は, 抗原性の賦活化のためにオートクレーブ
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処理 (1mM EDTA-2Na 溶液, pH 8.0, 3 分間) を行った. 
 陰性対照としては 1 次抗体のモノクロナール抗体の代わりに 2% BSA を使用
した.  
 
(6) 血中一酸化窒素濃度測定 
 血中 NO 濃度は , グリース法に従い血漿中の亜硝酸イオン  (NO2-) 及び硝酸
イオン (NO3-) を HPLC にて測定した.40) 
 
(7) 統計処理 
 得られた実験値は平均値±標準偏差で表した . 有意差検定は , 一元配置分散
分析後, Fisher PLSD または Sheffe により行った (有意差水準は 5%未満).  
 
第 3 項 結果 
(1) 血管中膜の厚さ 
冠動脈中膜の厚さを SMA 免疫組織化学染色により形態計測した結果を Fig. 
23 及び Fig. 24 に示す . 各群とも, 冠動脈の中膜 (平滑筋) において SMA 免疫染
色の強い発色が認められた . 血管中膜の厚さは , 正常対照群  (WKY) では
27.9±5.8 µm, 対照群  (SHR) では 69.5±26.2 µm であり, 正常対照群 (WKY) と
比較して有意な増大が認められた. 「HP+IQ」40 mg/kg 投与群では 53.6±15.5 µm
であり, 「HP+IQ」40 mg/kg の 7 週間投与により血管中膜の肥厚が抑制される
傾向が示された.  
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a) SHR : Cont.          (b) SHR : HP+IQ 40 mg/kg  (c) WKY : Cont.  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 23. Effect of Mixture [HP+IQ] on the Medial (Smooth Muscle) Layer of 
Coronary Artery from SHR or WKY ： Immunohistochemical Staining for 
Smooth Muscle Actin (SMA) of Coronary Artery 
Intense staining for SMA was observed in the media of coronary artery.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 24. Effect of Mixture [HP+IQ] on the Medial (Smooth Muscle) Layer of 
Coronary Artery from SHR or WKY ：Media Thickness of Coronary Artery 
[HP+IQ] was orally administered for 7 weeks. Each value represents the mean ±S.D.  
* p<0.05 (one-way ANOVE, Fisher PLSD)  
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(2) 内皮一酸化窒素合成酵素の活性 
冠動脈 eNOS 活性の免疫組織化学染色の結果を Fig. 25 に示す. 正常対照群  
(WKY) と比較して対照群 (SHR) では eNOS の染色性が弱まり活性の低下が認
められたが, 「HP+IQ」 40 mg/kg の 7 週間投与により eNOS 活性の上昇が観察
された.  
 
a) SHR : Cont.         (b) SHR : HP+IQ 40 mg/kg (c) WKY : Cont.  
 
 
 
 
 
 
Fig. 25. Effect of Mixture [HP+IQ] on eNOS Activity of Coronary Artery from 
SHR or WKY 
Immunohistochemical staining for eNOS of coronary artery. Endothelial cells of 
coronary artery from WKY, [HP+IQ] administrated SHR and SHR were strongly, 
moderately and weakly positive for eNOS, respectively.  
 
(3) 血中一酸化窒素濃度 
投与 7 週間後の血中 NO 濃度の測定結果を Fig. 26 に示す. 対照群の血中 NO
濃度は 8.7±2.1 µmol/l, 「HP+IQ」 40 mg/kg 投与群では 16.7±4.2 µmol/l であり, 
「HP+IQ」 40 mg/kg の 7 週間投与により血中 NO 濃度の有意な上昇が認められ
た.  
 
 
 
 
100 µm 100 µm 100 µm 
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Fig. 26. Effect of Mixture [HP+IQ] on NO Concentration in the Plasma from SHR  
[HP+IQ] was orally administered for 7 weeks. Each value represents the mean±S.D. 
(n=7).  *p<0.05 (one-way ANOVE, Fisher PLSD) 
 
 
第 4 項 考察 
最近, HP と IQ の体内への吸収について, ラットへ IQ 経口投与後では血中に
代謝物が検出され, HP 投与後では検出されなかった 41)ことが報告されているが, 
HP と IQ 共存下の場合については知られていない. 共存下での体内動態が降圧
作用と関係していることが考えられ, この点について次項で述べる.  
血管中膜に存在する血管平滑筋細胞は血管の収縮・弛緩を制御している . ま
た , 血管内膜の表面にある血管内皮細胞は種々の因子を産生し ,
42) 
血管平滑筋
と相互に作用して血管トーヌスの調節に寄与しており , 平滑筋細胞と共に血管
機能の維持に重要な役割を果たしている . 血管内皮細胞が産生する血管弛緩因
子の 1 つである NO は, 血管弛緩作用の他にも平滑筋増殖抑制作用 43) 及び抗動
脈硬化作用等
44) 
を有する. 血圧が上昇すると血管中膜 (平滑筋) の厚さが増す
が, 「HP+IQ」投与により SHR での血管中膜の肥厚が抑制された (Fig. 23, 24). 
一方, SHR で低下した冠動脈 eNOS 活性の上昇が観察され, 血中 NO 濃度の有意
な上昇が認められたことから (Fig. 25, 26), 「HP＋IQ」投与により血管内皮機
能が改善したことが示された . また , 「HP＋IQ」投与で認められた血管中膜の
* 
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肥厚抑制は, 「HP+IQ」投与により, 血管内での濃度が上昇した NO の平滑筋増
殖抑制作用によるものと考えられた.  
HP 及び IQ はアグリコンの quercetin に糖が結合したケルセチン配糖体で, ケ
ルセチン配糖体は腸管で加水分解を受けてアグリコンの quercetin として吸収
された後 ,
45-51) 
メチル化体 , グルクロン酸や硫酸の抱合体に代謝され血中を循
環する
52)
（詳しくは次項で述べる).  
グルクロン酸抱合体が内皮細胞内で取り込まれるためにはアグリコンに加水
分解されることが重要と考えられる.
52) SHR の血管組織では炎症性マーカーの
遺伝子発現やマクロファージ炎症等が正常ラットより上昇していると報告され
ており,
53,54)
 SHR の血管には炎症が起こっていることが示唆されている.  
血管の炎症部位では β-グルクロニダーゼ活性の上昇によるグルクロン酸抱合
体の脱抱合が報告されている .
55,56) 
さらに , グルクロン酸抱合体の降圧作用は
β-グルクロニダーゼの阻害により消失したことから , β-グルクロニダーゼによ
り脱抱合して生じたアグリコンが効果の発現には必要とも報告されている .
57)
 
つまり , 血管の炎症部位では β-グルクロニダーゼにより脱抱合が起こり , 血中
のケルセチングルクロン酸抱合体は quercetin として血管内皮細胞に取りこま
れて eNOS を活性化し血管弛緩作用等を示すことが考えられる.  
eNOS の活性化は , ケルセチン抱合体から脱抱合したケルセチンによる 
eNOS のアデノシン-１-リン酸活性化プロテインキナーゼのリン酸化（活性化）
を経て , セリンとスレオニンのリン酸化の状態を変化させることによると推測
される.
58,59)  
これまでに, in vitro にて HP と IQ の抗酸化作用によってスーパーオキシドに
よる NO の減少を抑制し, NO 活性の上昇による内皮依存性の血管弛緩作用が報
告されていた.
24) 
さらに, 本項では in vivo にて, SHR での「HP+IQ」の降圧作用
機序は, 血管内皮における eNOS の活性上昇により NO 合成量が高まり, NO を
介した血管平滑筋弛緩作用によることが明らかとなった.  
内皮由来弛緩因子の血管平滑筋弛緩について , 冠動脈等の太い血管では主に
NO, 末梢血管等の細い血管では主に NO と EDHF により弛緩することが報告さ
れている.
35,42) LLE においては, in vitro で冠動脈では NO,30) 腸間膜動脈抵抗血管
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では NO と EDHF を介した血管弛緩作用が認められた.30,37) LLE の主なフラボノ
イド成分「HP+IQ」については, 本研究で in vivo にて NO が関与することが証
明された. 全身の血管においても in vivo と同じく「HP+IQ」は冠動脈では NO, 腸
間膜動脈抵抗血管では NO と EDHF を介した血管平滑筋弛緩により降圧作用を
発現していると考えられる. すなわち, 「HP+IQ」は血管機能の改善効果と降圧
作用を有することが明らかとなり , 降圧作用機序は血管内皮由来弛緩因子 NO
を介した平滑筋弛緩によると考えられた. 
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第 3 節 羅布麻茶葉エキス含有フラボノイドのバイオアベイラビリティー 
第 1 項 背景 
LLE には, 主フラボノイド成分として HP と IQ が含有されている.26) フラボ
ノイドは , 我々が日常的に摂取している野菜 , 果物 , 茶等に含まれ , その多く
は配糖体として存在している. LLE に含有される HP と IQ は, アグリコンの
quercetin に糖が結合したケルセチン配糖体である (Fig. 2). quercetin 及びその配
糖体は腸管で吸収されるが ,
45-47,60)
 これまでの研究で糖残基が腸管での吸収に
影響していることが明らかとなってきた . ヒト , ブタまたはラットへの経口投
与において , ケルセチンモノグルコシドの方が quercetin よりもよく吸収され , 
rutin (quercetin-3-O-β-D-glucorhamnoside) はケルセチンアグリコンやそのモノ
グルコシドよりも吸収量が低いことが報告されている .
45,47,48,61)
 一方 , ケルセ
チン配糖体は食品中では数種が混在しているが , これまで数種の配糖体を同時
に投与した場合の吸収動態に関する報告はない. 
 
第 3 章第 1 項及び第 2 項において, SHR への経口投与の結果より HP 及び IQ
はそれぞれ単独では降圧作用を示さないが , 両成分の共存下では有意な降圧作
用を示し, LLE の降圧作用には両成分が関与していることを述べた.39) HP と IQ
の腸管吸収に関し, IQ は小腸で吸収されることがこれまでに明らかとなってい
る.
 45-47)
 HP については, Chang Q.らの, ラットへの IQ 経口投与で血中に代謝物
が検出されたが, HP 投与では検出されなかったという報告が知られているにす
ぎない.
41)
 HP と IQ の腸管吸収には相違があることが推測され, 両成分における
降圧作用
39)
には吸収動態が関係している可能性が示唆された. 
 
本項では, SHR へ HP, IQ 及び「HP+IQ」経口投与後の血中代謝物濃度から, 糖
残基のみ異なる HP と IQ の腸管吸収における相違, 及び両成分の同時投与が吸
収動態に及ぼす影響について検討した.  
 なお, 第 2 節で前述したように,ケルセチン配糖体は, 腸管で加水分解を受け
てアグリコンの quercetin として吸収される.45-51) 吸収後は腸管粘膜細胞で代謝
を受けるので,
62,63) 
血中には遊離の quercetin またはその配糖体としてはほとん
ど存在せず, quercetin のグルクロン酸抱合体のほか, 硫酸抱合体, メチル化体等
の代謝物として存在することが明らかとなっている
64-67)
 (Fig. 27 60)).  
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また , 血中ケルセチン代謝物濃度として , 従来の報告は血漿を抱合体加水分
解酵素で加水分解して代謝物のアグリコンを測定しており , 本報でも , 同様の
処理によりアグリコンとした quercetin と isorhamnetin (3’-O-methylquercetin) の
測定を行い, 血中代謝物濃度を調べた.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      
 
Fig. 27. Structures of the Quercetin Metabolites (A) and the Metabolites after 
Enzymatic Hydrolysis (=Aglycons) (B) 60) 
 
 
 
 
quercetin-3'-O-glucuronide quercetin-4'-O-glucuronide 
quercetin-3-O-glucuronide 
3'-O-methylquercetin- 
3-O-glucuronide 
3'-O-methylquercetin- 
4’-O-glucuronide 
 
quercetin 
isorhamnetin  
 (3'-O-methylquercetin)  
 (A) 
 
 (B) 
quercetin-3’-O-sulfate 
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第 2 項 実験方法 
(1) 実験材料 
被験物質の HP 及び IQ は第 3 章第 1 節第 1 項に準じた.  
 
(2) 使用薬物 
各試薬は次のものを使用した. quercetin dehydrate (98%, Sigma), isorhamnetin 
(99%, フナコシ), fisetin (99%, Sigma), H-1 sulfatase (sulfatase from Helixpomatia, 
Sigma-Aldrich. Inc.), CMC (和光純薬工業). メタノール, アセトニトリル, アス
コルビン酸は HPLC 用, エタノール, 酢酸ナトリウム, ギ酸, 酢酸エチル, 酢酸, 
PBS 緩衝溶液, 200 µ mol/l EDTA は特級または分析用を和光純薬工業より購入し, 
使用した.  
 
(3) 実験動物 
体重 260-310g, 11 週齢雄性 SHR/Izm 系ラットを購入 (船橋農場) し, 室温 22 
±2℃, 湿度 55±20%の条件下で 1 週間前後の予備飼育後試験に供した. ラットに
は SP 固形飼料 (船橋農場) と水を自由摂取させた.  
本研究は「実験動物の飼育及び保育等に関する基準」 (昭和 55 年 3 月総理府
告示第 6 号) を遵守して行った. 
 
(4) 投与方法 
被験物質 HP, IQ, 「HP+IQ」はいずれも 0.5% CMC に懸濁し, 1 ml/100g (体重) 
に調製した. 投与用量は HP 20 mg/kg, IQ 20 mg/kg, 「HP＋IQ」40 mg/kg (HP 及
び IQ 各 20 mg/kg) とし, 対照群には 0.5% CMC を投与した (各群 n=6) . 被験物
質は胃内強制経口投与し, 投与前日 17:00 から当日 10:00 にかけて絶食させて
投与を開始した.  
 
(5) 血漿サンプル 
採血は, 被験物質投与 0.5, 1, 2, 6, 12 及び 24 時間後に行った. ラットを保温器
内  (38-39℃) で 3-4 分間保定し , 尾部の左静脈または右静脈を軽く切開し , ヘ
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パリン充填した 1 ml 注射器 (テルモ) を用いて 400-500 µ l 採血した. 即時採血
した血液を遠心分離  (4℃以下, 3,500 rpm × 10 分間) 後, 上層の血漿をエッペン
ドルフチューブに採取し, 測定まで冷凍保管 (-80℃) した.  
 
(6) 血中ケルセチン代謝物濃度測定 
ⅰ) 測定試料の前処理方法 
エッペンドルフチューブからラット血漿 10 µl をマイクロチューブに分取し, 
メタノール  5 µ l 及び  1 µg/ml, fisetin 溶液 5 µ l (内部標準物質として ), H-1 
sulfatase (約 2.6 mg/ml (2 unit) ) 52 µ l, 60 mM アスコルビン酸 10 µ l を順次添加
した. 血漿混合溶液を攪拌 (10 秒間) , インキュベーション (37℃, 1 時間) した
後, 酢酸ナトリウム 1 ml を添加し, さらに攪拌 (30 秒間), 超音波 (30 秒間), 
攪拌 (30 秒間) 後, 遠心分離 (4℃, 12, 900 rpm × 5 分間) をした. 上層を採取し, 
窒素ガスで蒸発乾固  (40℃) 後 , 0.5% ギ酸水溶液／0.5% ギ酸アセトニトリル  
(50：50, v/v) 0.2 ml を添加, 攪拌 (30 秒間), 遠心分離 (4℃, 10, 000 rpm × 2 分間) 
をした. 上層をフィルターろ過 (Ultrafree-MC, 0.22 µm) 後, 血中ケルセチン代
謝物のアグリコンである quercetin 及び isorhamnetin を liquid chromatography- 
tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) で測定した.  
 
ⅱ) 測定条件 
HPLC：装置；Alliance 2795 (Waters) , カラム；Symmetry Shield RP18, 150×2.1 
mm  i.d., 3.5 µm, Waters) , カラム温度；40℃, 移動相；0.5%ギ酸水溶液／0.5%
ギ酸アセトニトリル  (50：50, v/v), 流速；0.2 ml/分.  
MS/MS：装置；API3000 (Applied Biosystems/MDS SCIEX), イオン化；Turbo 
Ionspray (ESI), モニターイオン；quercetin m/z 301.2→m/z 150.8, isorhamnetin m/z 
315.1→m/z 299.9, fisetin m/z 285.0→m/z 134.7 (MS/MS の Multiple reaction 
monitoring モードにより各フラグメント化したイオン (m/z 150.8, m/z 299.9, m/z 
134.7) を測定することで, 各モニターイオンを特異的に検出した).  
添加検量線は 2 ng/ml - 8 µg/ml の範囲で良好な直線性を示し, 定量下限値は
quercetin では 22.3 ng/ml (70 nM), isorhamnetin では 5.0 ng/ml (20 nM) であった.  
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(7) 統計処理 
 測定値は平均値±標準偏差で表した . 有意差検定は , 一元配置分散分析後 , 
Dunnett 多重比較検定法により行った (有意水準は 5%未満).  
 
第 3 項 結果 
SHR へ HP 20 mg/kg, IQ 20 mg/kg, 「HP+IQ」 40mg/kg を投与後の血中ケルセ
チン代謝物濃度として , 血漿を抱合体加水分解酵素処理し , 代謝物アグリコン
である quercetin 及び isorhamnetin を LC/MS/MS により測定した. 
各群における投与後の代謝物濃度について, Fig. 28 に quercetin, isorhamnetin
それぞれの濃度推移 , Table 7 に最高血中濃度到達時間  (maximum drug 
concentration time : Tmax) 及び最高血中濃度  (maximum drug concentration : 
Cmax) を示す.  
quercetin と isorhamnetin 濃度推移を比較すると, HP 投与ではほぼ同じ推移を
示した. IQ または「HP+IQ」投与では quercetin よりも isorhamnetin の方が遅れ
て高い濃度を示したが (Fig. 28), これは肝臓でメチル化を受けたためと考えら
れる.  
Tmax は HP 投与では約 6 時間 (quercetin：5.2 時間, isorhamnetin：6.0 時間), IQ
投与では約 1-3 時間 (quercetin：0.8 時間, isorhamnetin：3.5 時間) であり, HP と
IQ の血中動態には相違が認められた (Table 7). 対照群の血中代謝物濃度は, 投
与後 0.5-24 時間において, quercetin 濃度では半数, isorhamnetin 濃度ではほとん
どが定量下限値 (quercetin 70 nM, isorhamnetin 20 nM) 以下であった. Fig. 29 に, 
SHR 血漿サンプルの LC/MS/MS クロマトグラムについて, 各群の Tmax 及び
Cmax の代表例を示す.  
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Table 7. Tmax and Cmax of Quercein or Isorhamnetin Concentration in the 
Plasma of SHR after Oral Administration of HP, IQ or Mixture [HP+IQ] 
 
 
 
Each value represents the mean± S.D. (n=6).  
  
(a) HP 20 mg/kg           (b) IQ 20 mg/kg         (c) HP+IQ 40 mg/kg   
 
 
 
 
 
 
Fig. 28. Quercein or Isorhamnetin Concentration in the Plasma of SHR after 
Oral Administration of HP, IQ or Mixture [HP+IQ]  
Quercetin or isofhamnetin concentration were measured by LC-MS after enzymatic 
hydrolysis. Each value represents the mean± S.D. (n=6).  
 
 
 
 
Quercetin 5.2 ± 2.0 3.06 ± 0.86 0.8 ± 0.3 13.44 ± 1.15 3.1 ± 2.3 9.86 ± 1.00
Isorhamnetin 6.0 ± 0.0 3.51 ± 1.26 3.5 ± 2.8 8.63 ± 2.34 6.0 ± 0.0 10.62 ± 3.12
HP 20 mg/kg IQ 20 mg/kg HP+IQ 40mg/kg
Tmax (h) Cmax (µM） Tmax (h) Cmax (µM） Tmax (h) Cmax (µM）
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(A) Quercein Analysis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(B) Isorhamnetin Analysis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 29. Typical LC/MS/MS Chromatogram of SHR Plasma after Oral 
Administration of HP, IQ or Mixture [HP+IQ].  
 (a) Cont.  
 (0.5%CMC)  
 (b) HP  
20mg/kg 
 (c) IQ 
20mg/kg 
 (d) HP+IQ 
 40mg/kg 
 (a) Cont.  
 (0.5%CMC)  
 (b) HP  
20mg/kg 
 (c) IQ 
20mg/kg 
 (d) HP+IQ 
 40mg/kg 
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  Fig. 30 に対照群, HP 20 mg/kg, IQ 20 mg/kg 及び「HP+IQ」 40 mg/kg 投与群の
全血中ケルセチン代謝物 (quercetin + isorhamnetin) 濃度推移を示す. HP 投与と
IQ 投与の代謝物濃度を比較すると, 投与後ほぼ 24 時間を通して IQ の方が HP
よりも有意に高い濃度推移を示した (投与後 0.5-2 時間：p<0.01, 投与後 24 時
間 p<0.05). 「HP+IQ」投与と HP, IQ 単独投与の比較では, 投与後ほぼ 24 時間を
通して「HP+IQ」の方が HP よりも有意に高い濃度推移を示した (投与後 0.5-6
時間：p<0.01, 投与後 24 時間：p<0.05). また, 投与後 0.5-1 時間では「HP+IQ」
の方が IQ よりも有意に低い推移を示し (p<0.01), その後 2-24 時間後では IQ の
代謝物濃度との有意な差は認められず, 特に 6-24 時間後では HP 及び IQ 単独
の代謝物濃度をほぼ合わせた推移を示した.  
Fig. 31 に各投与群の血中代謝物濃度曲線下面積  (area under the blood 
concentration time curve : AUC) を示す. HP と IQ の AUC を比較すると, HP より
も IQ 投与の方が有意に高い値を示した  (quercetin, isorhamnetin の AUC ともに
p<0.01). 「HP+IQ」投与と HP, IQ 単独投与の AUC を比較すると , HP よりも
「HP+IQ」投与の方が有意に高い値を示したが  (quercetin, isorhamnetin の AUC
ともに p<0.01), IQ の AUC との有意な差は認められず, HP 及び IQ 単独投与の
AUC のほぼ合計値であった.  
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Fig. 30. Total Metabolites (Quercetin plus Isorhamnetin) Concentration in the 
Plasma of SHR after Oral Administration of HP, IQ or Ｍixture[HP+IQ]  
Quercetin or isorhamnetin concentration were measured by LC-MS after enzymatic 
hydrolysis. Each value represents the mean± S.D.(n=6).  
Alphabets, ABCD or abcd etc. indicate significant differences between each of the 
groups, ABCD: p<0.01, abcd : p<0.05. Group A ; Cont, B ; HP 20mg/kg, C ; IQ 
20mg/kg, D: HP+IQ 40mg/kg (one-way ANOVA, Dunnet multiple comparison)  
 
 
第 4 項 考察 
HP, IQ は共にケルセチン配糖体であり, HP はフラボノイド骨格の C 環 3 位に
galactose, IQ は同位に Glu が結合し, 両成分はよく似た構造の化合物である. HP
について投与後 24 時間の血中動態を調べたものは本研究がはじめてであり , 
HP と IQ の吸収動態に相違が認められることを明らかにした.      
quercetin の 3 位, 4’位, 7 位のモノグルコシドは, 腸管吸収過程で小腸上皮細胞
に存在する β-グルコシダーゼやラクターゼフロリジン分解酵素 (lactase 
phlorizin hydrolase : LPH)により加水分解されるか, グルコーストランスポータ
ー (sodium-dependent glucose transporter : SGLT-1) を介して吸収されることが
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知られている.
45-47,52) 
しかし, 糖部が Glu-rhamnose のような 2 糖類のケルセチ
ングルコラムノシドである rutin は, 無菌ラットでは吸収されず, そのまま排泄
されることが報告されている.
68) rutin は主に大腸で腸内細菌の β-グルコシダー
ゼ等により加水分解されて吸収されることが明らかとなっており ,
45,48,69,70)
 小
腸での吸収が主である quercetin やケルセチングルコシドよりも遅れて吸収ピ
ークが見られる . 一方 , 小腸・盲腸間でケルセチン配糖体を循環させた in site
小腸還流モデル実験で血中代謝物を測定した結果, IQ からの代謝物は検出され
たが HP からの代謝物は検出されなかったことが報告されている.46) この結果
は小腸で quercetin のグルコシドは吸収されるが, ガラクトシドは吸収されない
ことを示唆している. 
本研究の結果, SHR における血中ケルセチン代謝物の Tmax は, HP 投与では
約 6 時間 , IQ 投与では約 1-3 時間であった  (Table 7). これまでの報告から
45-47,52,60) IQ は主に小腸で吸収されると考えられた. HP については, 消化管内の
移動速度及びこれまでの HP に関する報告から ,41,46) ルチノシドと同様腸内細
菌が有する β-グルコシダーゼにより加水分解されてから吸収されたと考えられ
た. つまり, 本研究で IQ は主に小腸, HP は主に大腸で吸収されることを明ら
かにした.  
「HP+IQ」 40 mg/kg 同時投与の全血中ケルセチン代謝物濃度は, 投与後 0.5-1
時間では IQ 20 mg/kg 単独投与よりも有意に低い値を示したことから (p<0.01) 
(Fig. 30), HP と IQ を同時投与した場合, 小腸で HP が LPH または SGLT-1 と相互
に影響し , IQ の吸収を抑制した可能性が考えられた . 「HP+IQ」同時投与の全血
中代謝物濃度は, IQ 単独投与で見られたような急激な上昇は示さず, 投与後 6
時間をかけて徐々に上昇し, その後穏やかに下降する推移を示した (Fig. 30).  
前章で著者は, SHR への経口投与において, HP と IQ は LLE の降圧作用に関
与する成分であり , HP と IQ は単独では降圧作用を示さないが , 共存下  
(「HP+IQ」) で降圧作用を示すことを述べた.39) 「HP+IQ」同時投与の場合, HP
単独投与と比較すると血中代謝物濃度及び AUC はともに有意に高く, IQ 単独
投与と比較すると, 代謝物濃度は消化管での初期吸収時 (投与後 0.5-1 時間) に
は有意に低い推移を示し, その後有意な差はなく, AUC においても有意な差は
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認められなかった. すなわち, HP と IQ を同時投与した場合では単独投与の場合
より , 投与後 24 時間における血中のケルセチン代謝物濃度は上下変動が少な
く , 一定濃度が持続して推移し , 代謝物の全体吸収量  (AUC) よりも一定濃度
の持続が降圧作用発現に関係することが示唆された. 従って, HP と IQ 同時投与
のように , 腸管での吸収部位  (小腸または大腸) が異なるケルセチン配糖体が
共存することで , 降圧作用発現における至適濃度のケルセチン代謝物が血中に
継続して存在し , 両成分は共存下においてのみ降圧作用を発現したと考えられ
た. 
 
食品中では数種のケルセチン配糖体が混在しているにも関わらず , 複数のケ
ルセチン配糖体の同時投与における血中代謝物濃度推移を報告したのは今回が
初めてである. 本章において, HP と IQ の共存下における降圧作用には吸収動態
の関与が示唆され , 今後 , 吸収部位の異なるケルセチン配糖体が共存した場合
の吸収動態と作用についてさらなる研究が必要と考える.  
本章では, HP, IQ 及び「HP+IQ」を SHR へ経口投与し, 血中ケルセチン代謝
物濃度を測定した結果, HP は主に大腸, IQ は主に小腸で吸収されることが示さ
れ, HP と IQ の腸管吸収には相違が認められた. HP, IQ 単独と同時投与を比較す
ると , 同時投与した場合では血中のケルセチン代謝物は一定濃度が持続して推
移する傾向が認められ , このような代謝物濃度の持続が降圧作用の発現に関与
していると考察された.  
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第 4 章 羅布麻茶葉エキスの反復投与毒性試験 
第 1 項 背景 
序論でも述べたように , 羅布麻茶は中国や日本 , アメリカ , カナダにおいて
ティーバッグ及びエキス錠剤として販売されている. 第 2 章及び第 3 章より, 
LLE の降圧作用とその作用機序が明らかになり,23,28,37,39) LLE の機能性食品への
応用が期待される . しかし近年 , 健康食品における健康被害が報告され , 健康
食品の安全性と効果における科学的根拠が持つ重要性は高まっている.  
そこで本章では, 雌雄 WKY を用いた 90 日間の反復投与毒性試験を行い, LLE
の毒性について検討した.  
 
第 2 項 実験方法 
(1) 実験材料 
LLE の調製及び品質の確認は第 2 章第 1 節第 2 項に準じ行った.  
 
(2) 実験動物 
 5 週齢の雌雄 Wistar 系ラット (雌 110-112g, 雄 90-102g, 日本エスエルシー  
(株) ) を購入後, 温度 23±3℃, 湿度 50±20%, 喚気回数 17 回/時間, 照明時間 12
時間 (6：00-18：00) の条件下の動物室にて飼育した. 試験実施期間中は 1 ケー
ジに 2 匹を収容し, 6 日間の予備飼育後, 雌雄各群 10 匹の平均体重が等しくな
るよう群分けし , 実験に供した . ラットには MF 固形飼料  (オリエンタル酵母
工業) 及び水道水を 24 時間自由摂取させた.  
 投与期間終了後, 全動物を pentobarbital-Na による麻酔下で放血殺し, 採血後
剖検を行った.  
本研究は「実験動物の飼育及び保育等に関する基準」 (昭和 55 年 3 月総理府
告示第 6 号) を遵守して行った. 
 
(3) 投与方法 
LLE は乳鉢を用いて精製水に懸濁し, 1 ml/100g 体重 に調製した. 投与用量は
低用量群で 1,000 mg/kg, 高容量群で 2,000 mg/kg とし, 対照群には精製水を 1 
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ml/100g 体重 投与した. 被験物質の投与は毎日, 胃内強制経口投与により行い, 
投与期間は 90 日間とした.  
 
(4) 一般症状の観察及び体重及び摂餌量の測定 
一般症状は毎日 1 回, 外観及び行動等の異常の有無, さらに 1 日 2 回瀕死の
状態及び死亡の有無について観察した. 体重は投与 1 ヶ月後まで毎週 2 回, そ
の後は毎週 1 回測定を実施した. 摂餌量は, 全ケージについて毎週 1 回測定を
実施した.  
 
(5) 血液学的検査 
 投与終了後 , 全動物を pentobarbital-Na 麻酔下で開腹し , 腹部大動脈より
EDAT-2K を充填した注射器を用いて採血した. 得られた血液を用いて, 赤血球
数 (red blood cells : RBC) , ヘモグロビン(hemoglobin : Hgb), ヘマトクリット
(hematocrit : HCT), 平均赤血球容積 (mean corpuscular volume : MCV), 平均赤血
球色素量  (mean corpuscular hemoglobin : MCH), 平均赤血球色素濃度  (mean 
corpuscular hemoglobin concentration : MCHC), 血小板数 (platelets : PLT), 白血
球数 (white blood cells : WBC) を多項目自動赤血球計数装置  (Sysmex K-4500, 
東亜医用電子) を用いて測定した. また, 網状赤血球 (reticulocytes : RET) を鏡
検した . プロトロンビン時間  (prothrombin time : PT), 活性化部分トロンボ  
(activated partial thyromboplastin time : APTT) を自動血液凝固測定装置 (ロシ
ュ・ダイアグノスティックス ) で測定した . また , 桿状核白血球  (stab cell : 
STAB) , 分葉核好中球  (segmented neutrophil : SEG), リンパ球  (lymphocyte : 
LYMPH), 単核白血球  (monocyte : MONO), 好塩基球 (basophile : BASO) 及び
好酸球 (Eosinophil : EOSIN) について測定した.  
 
(6) 血液化学的検査 
血清分離は採血後 , 室温に約 30-60 分放置し , 凝固を確認後に遠心分離  
(3,000 rpm × 10 分間) にて行った. 得られた血清を用いて, 総ビリルビン (total 
bilirubin : T-Bil), ア ス パ ラ ギ ン 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (aspartate 
 
  
64 
aminotransferase : AST), ア ラ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ  (alanine 
aminotransferase : ALT), γ-グルタミルトランスぺプチダーゼ  (γ-glutamyl 
transpeptidase : γ-GTP), コリンエステラーゼ (cholinesterase : ChE), アルカリホ
スファターゼ (alkaline phosphatase : ALP), 総蛋白 (total protein : TP), アルブミ
ン-グロブリン比 (albumin-globulin ratio : A/G), アルブミン(albumin : Alb), グロ
ブリン (globulin : Glb), 総コレステロール (total cholesterol : T-Cho), トリグリ
セライド (triglyceride : TG), Glu, 尿素窒素 (blood urea nitorogen : BUN), クレ
アチニン (creatinine : Crea), ナトリウム (sodium : Na), カリウム (potassium : 
K), 塩素  (chloride : Cl), カルシウム  (calcium : Ca), 無機リン  (inorganic 
phosphorus : IP) を自動分析装置  (AU 400: オリンパス光学 ) を用いて測定し
た.  
 
(7) 病理学的検査 
 投与期間終了後 , 採血に続いて放血後 , 致死させ , 病理学的検査を行った . 
剖検において , 外観 , 頭蓋腔, 胸腔, 腹腔, リンパ節の肉眼的検査を行った . 脳 , 
心臓 , 肝臓 , 腎臓 , 胸腺 , 脾臓 , 副腎 , 肝臓 , 精巣  (雄), 精巣上体  (雄) , 前立腺 
(雄) , 精嚢 (雄) , 卵巣 (雌) , 子宮 (雌), 唾液腺及び甲状腺を秤量 (絶対重量)
し, 屠殺日の体重をもとに対体重比 (相対重量) を算出した. なお, 腎臓 , 副
腎, 精巣または卵巣については左右を一括して秤量した.  
 病理組織学的検査は , 心臓 , 肝臓 , 腎臓 , 副腎 , 脾臓 , 血管 , 精巣  (雄), 精巣
上体  (雄), 前立腺  (雄), 精嚢  (雄), 卵巣  (雌), 子宮  (雌), 膣  (雌), 脳 , 下垂体 , 
皮膚 , 乳腺  (雌 ), 腸間膜リンパ節 , 唾液腺 , 骨及び骨髄  (胸骨 , 大腿骨 ), 胸腺 , 
気管 , 肺及び気管支 , 甲状腺及び上皮小体 , 舌 , 食道 , 胃 , 十二指腸 , 小腸 , 大
腸, 脾臓 , 膀胱 , 脊髄 , 眼球及びその付随器について行った . 摘出した全臓器は
10%の中性緩衝ホルマリン液にて固定後 , ヘマトキシリン・エオジン染色を施
して鏡検し, 全動物について病変の評価を行い記録した.  
 
(8) 尿検査 
 尿は, 投与期間の 84, 85, 88, 89 日目に強制排尿により採取し, 色調 (color : 
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COL) を肉眼で判定し , ウロビリノーゲン(urobilinogen : URO), 蛋白  (PRO), 
pH, 潜血  (occult blood : OB), ケトン体  (ketone body : KET), ビリルビン  
(bilirubin : BIL), Glu をマルティスティックス (バイエルメディカル) を用い
て検査した. また, 尿比重を測定した. 尿のナトリウム (Urine Na : Na-U) 及
びカリウム (urine K : K-U) は自動分析装置 (AU 400 : オリンパス光学) で測
定した.  
 
(9) 統計処理 
全ての測定値は, 平均値±標準偏差で示した. 各検査値は Bartlett の分散検定
を実施し , 等分散の場合は一元配置の分散分析を行い , 有意差が認められた場
合は Dunnett の多重比較検定を行った. 不等分散の場合は, Kruskal-Wallis の順
位検定を行い, 有意差が認められた場合は nonpara Dunnett タイプ（Steel の多重
比較検定）を行った. 2 群間検定において, 等分散の場合は Student’s t-test を, 不
等分散の場合は Aspin-Welch の t-test を行った. いずれの検定においても有意水
準は 5%未満とした.  
 
第 3 項 結果 
(1) 一般症状の観察及び体重及び摂餌量の測定 
 投与期間中 , いずれの群においても死亡例は観察されず , 臨床症状の観察に
おいても異常は見られなかった . また , いずれの群においても体重は対照群と
同様に増加推移を示し, 摂餌量は対照群と同様であった (Fig. 31, Table 8).  
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Fig. 31. Changes in Body Weight of Rats during Oral Administraion of LLE for 
90 Days 
Each value represents the mean (n=10/each group).  
 
Table 8. Changes of Food Consumption in Rats during Oral Administraion of 
LLE for 90 Days 
 
 
 
 
 
 
 
 
Each value represents the mean± S.D. (n=5 cages/each group, 2 rats/each cage).  
 
(2) 血液学的検査 
 MCHC の高値が LLE 高用量群の雄において見られた (p<0.05) (Table 9). しか
し , 背景値内のわずかな変化であり , 生理的変動  (32.70-35.30) の範囲内と考
えられた.  
 
Males Females
Control 1,000 mg/kg 2,000 mg/kg Control 1,000 mg/kg 2,000 mg/kg
1 15.4 ± 1.3 14.8 ± 1.3 14.0 ± 2.5 10.2 ± 0.8 9.6 ± 0.9 10.4 ± 2.5
7 18.2 ± 0.8 18.0 ± 1.6 17.2 ± 0.8 11.6 ± 1.7 12.0 ± 2.5 10.8 ± 0.4
14 18.6 ± 3.5 17.0 ± 0.7 17.8 ± 1.1 12.6 ± 0.9 11.8 ± 0.8 12.2 ± 0.4
21 18.0 ± 2.9 17.6 ± 0.9 18.8 ± 0.4 11.8 ± 1.1 12.0 ± 1.2 12.8 ± 0.8
28 16.2 ± 0.8 17.0 ± 1.2 17.2 ± 1.1 11.0 ± 1.2 10.2 ± 0.8 10.6 ± 0.5
35 17.8 ± 2.4 17.8 ± 0.8 18.2 ± 1.3 10.4 ± 1.1 9.4 ± 1.5 10.6 ± 0.9
42 16.4 ± 0.9 15.4 ± 3.1 16.4 ± 1.7 10.8 ± 1.1 10.0 ± 1.2 11.4 ± 0.9
49 17.8 ± 1.6 17.8 ± 1.5 17.4 ± 1.1 11.4 ± 0.5 11.6 ± 1.5 11.8 ± 0.8
56 17.0 ± 1.2 17.0 ± 1.2 17.0 ± 0.7 12.0 ± 1.2 11.4 ± 1.1 12.0 ± 0.7
63 16.4 ± 1.5 15.6 ± 1.5 16.2 ± 0.8 11.2 ± 1.3 11.2 ± 0.8 11.0 ± 0.7
70 16.6 ± 1.1 16.6 ± 1.1 16.0 ± 1.0 11.4 ± 1.5 11.4 ± 1.7 12.4 ± 1.1
77 16.6 ± 0.9 17.2 ± 1.1 16.8 ± 0.8 10.0 ± 1.2 10.0 ± 1.2 10.8 ± 1.3
84 16.6 ± 0.9 17.0 ± 1.2 17.0 ± 1.2 11.0 ± 1.2 10.2 ± 1.3 11.6 ± 0.9
89 15.0 ± 2.0 15.6 ± 1.9 14.8 ± 0.8 10.8 ± 1.3 10.8 ± 0.8 11.8 ± 1.5
Day
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Table 9. Hematological Findings in Rats after 90 Days Oral Administraion of 
LLE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Each value represents the mean± S.D.(n=10/each group). *p<0.05 vs control group 
(Dunnett's test) 
 
 
(3) 血液化学的検査 
ナトリウムの高値が LLE 高用量群の雌 (p<0.05), カルシウムの高値が LLE 低
用量群の雌及び高用量群の雌で見られた  (p<0.01) (Table 10).  
Males Females
Control 1,000 mg/kg 2,000 mg/kg Control 1,000 mg/kg 2,000 mg/kg
RBC (x104/µl) 975.2 ± 29.3 967.4 ± 47.5 942.2 ± 41.6 800.1 ± 47.3 806.5 ± 41.6 782.0 ± 40.2
Hgb (g/dl) 17.53 ± 0.38 17.51 ± 0.59 17.22 ± 0.65 15.75 ± 0.62 15.97 ± 0.66 15.64 ± 0.54
HCT (%) 50.99 ± 1.38 50.53 ± 2.14 49.05 ± 2.45 43.27 ± 2.58 43.59 ± 2.31 42.32 ± 2.06
MCV (fl) 52.29 ± 0.68 52.26 ± 0.49 52.07 ± 0.70 54.08 ± 0.51 54.05 ± 0.49 54.12 ± 0.37
MCH (pg) 17.97 ± 0.35 18.11 ± 0.43 18.27 ± 0.32 19.71 ± 0.47 19.82 ± 0.36 20.02 ± 0.42
MCHC (%) 34.38 ± 0.44 34.65 ± 0.65 35.12 ± 0.64 * 36.45 ± 0.85 36.66 ± 0.58 36.98 ± 0.60
PLT(x104/µl) 92.89 ± 4.33 90.74 ± 6.24 93.08 ± 7.79 87.38 ± 7.36 88.87 ± 6.56 87.98 ± 6.56
WBC (x102/µl) 48.5 ± 10.1 41.2 ± 7.3 45.1 ± 12.7 44.3 ± 9.0 49.3 ± 8.1 46.4 ± 8.3
RET (‰) 19.5 ± 3.3 18.9 ± 3.7 20.3 ± 3.0 18.6 ± 3.4 21.3 ± 2.7 19.3 ± 3.5
PT (sec) 16.31 ± 1.79 16.54 ± 0.79 16.08 ± 0.76 14.85 ± 1.06 14.86 ± 0.73 14.70 ± 0.92
APTT (sec) 17.04 ± 2.19 17.94 ± 2.53 17.63 ± 1.99 14.37 ± 1.28 15.57 ± 0.62 14.72 ± 1.52
STAB (%) 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0
SEG (%) 27.0 ± 10.1 31.3 ± 6.0 30.6 ± 7.8 18.7 ± 5.3 22.5 ± 6.1 19.5 ± 5.0
LYMPH (%) 72.3 ± 10.1 67.8 ± 5.4 68.5 ± 7.8 80.7 ± 6.0 76.9 ± 6.1 80.1 ± 4.6
MONO (%) 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0
BASO (%) 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0
EOSIN (%) 0.7 ± 0.9 0.9 ± 1.1 0.9 ± 1.1 0.6 ± 1.3 0.6 ± 1.1 0.4 ± 0.5
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Table 10. Blood Biochemical Findings in Rats after 90 Days Oral Administraion 
of LLE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Each value represents the mean± S.D. (n=10/each group). *p<0.05, compared with 
control group (Dunnett's test), ##p<0.01 vs control group (nonparametric Dunnett's 
test) 
 
(4) 病理学的検査 
 剖検時の肉眼的観察では, いずれの群においても LLE 投与に起因すると考え
られる変化は見られなかった (data not shown).  
脳の絶対重量の低値が LLE 低用量群の雌で見られ, 脾臓の絶対重量の低値が
高用量群の雄で見られた (Table 11, 12). いずれも背景値内のわずかな変化であ
り , 組織学的検査に異常は認められなかったことから , LLE 投与に起因すると
は考えられなかった.  
病理組織学的検査では , 肝臓の小肉芽巣  (+) が低用量群の雄及び高用量群
の雄で , 腎臓の近位尿細管上皮内の好酸性小体  (+) が低用量群及び高用量群
の雄 , 好塩基性尿細管  (+) が高用量群の雄で認められた . しかし , いずれも自
然発生的に散見されるものであり , 対照群と比べて発生頻度及び程度に差はな
く , LLE による影響とは考えられなかった . その他器官において病理組織学的
な変化は認められなかった.  
Males Females
Control 1,000 mg/kg 2,000 mg/kg Control 1,000 mg/kg 2,000 mg/kg
T-Bil (mg/dl) 0.065 ± 0.018 0.075 ± 0.020 0.081 ± 0.021 0.067 ± 0.018 0.074 ± 0.019 0.080 ± 0.021
AST (IU/l) 92.5 ± 10.2 90.1 ± 8.4 89.9 ± 9.3 68.4 ± 5.6 70.1 ± 7.9 72.7 ± 7.3
ALT (IU/l) 74.0 ± 12.7 67.6 ± 9.9 68.6 ± 9.8 43.6 ± 7.2 48.0 ± 9.9 52.1 ± 17.9
γ-GTP (IU/l) 0.1 ± 0.3 0.0 ± 0.0 0.1 ± 0.3 0.4 ± 0.5 0.6 ± 0.5 0.7 ± 0.5
ChE (IU/l) 125.2 ± 19.9 125.4 ± 18.8 138.6 ± 22.5 981.1 ± 156.9 1165.1 ± 134.5 1098.5 ± 210.0
ALP (IU/l) 292.9 ± 26.1 276.1 ± 18.4 265.9 ± 31.7 148.4 ± 23.4 163.1 ± 20.7 155.6 ± 22.2
TP (g/dl) 6.56 ± 0.18 6.54 ± 0.37 6.65 ± 0.25 5.86 ± 0.23 6.08 ± 0.35 5.95 ± 0.35
A/G 1.362 ± 0.058 1.322 ± 0.072 1.335 ± 0.062 1.403 ± 0.046 1.440 ± 0.100 1.339 ± 0.101
Alb (g/dl) 3.78 ± 0.08 3.72 ± 0.19 3.80 ± 0.15 3.42 ± 0.15 3.58 ± 0.17 3.40 ± 0.20
Glb (g/dl) 2.78 ± 0.13 2.82 ± 0.21 2.85 ± 0.14 2.44 ± 0.10 2.50 ± 0.22 2.55 ± 0.22
T-Cho (mg/dl) 61.1 ± 6.5 60.2 ± 7.2 64.6 ± 9.1 93.7 ± 8.3 99.1 ± 12.1 95.1 ± 13.7
TG (mg/dl) 103.4 ± 31.4 92.6 ± 26.7 109.9 ± 40.2 53.6 ± 22.0 52.9 ± 23.0 38.9 ± 9.8
Glu (mg/dl) 172.8 ± 18.4 174.5 ± 25.4 172.7 ± 18.4 159.0 ± 14.9 156.5 ± 16.3 169.8 ± 17.8
BUN (mg/dl) 29.22 ± 4.16 26.35 ± 2.71 26.89 ± 2.55 21.01 ± 1.92 23.00 ± 2.70 21.59 ± 2.64
Crea (mg/dl) 0.45 ± 0.10 0.42 ± 0.04 0.42 ± 0.08 0.42 ± 0.06 0.43 ± 0.05 0.38 ± 0.04
Na (mmol/l) 142.5 ± 0.8 142.8 ± 1.1 142.9 ± 0.6 142.2 ± 0.8 142.5 ± 0.8 143.3 ± 0.8 *
K (mmol/l) 4.39 ± 0.31 4.58 ± 0.29 4.56 ± 0.36 4.23 ± 0.25 4.17 ± 0.20 4.18 ± 0.17
Cl (mmol/l) 104.5 ± 1.3 140.7 ± 1.1 104.3 ± 1.5 105.6 ± 0.5 104.8 ± 1.0 105.4 ± 0.7
Ca (mmol/l) 11.06 ± 0.21 10.95 ± 0.27 10.88 ± 0.21 9.96 ± 0.14 11.36 ± 0.73 ## 11.44 ± 0.25 ##
IP (mg/dl) 6.50 ± 1.14 6.16 ± 0.62 6.02 ± 0.67 5.71 ± 0.39 5.85 ± 0.91 5.54 ± 0.49
 
  
69 
Table 11. Absolute Organ Weights in Rats after 90 Days Oral Administraion of 
LLE 
 
 
 
 
 
 
 
 
Each value represents the mean± S.D. (n=10/each group). *p<0.05 vs control group 
(Dunnett's test) 
 
Table 12. Relative Organ Weights in Rats after 90 Days Oral Administraion of 
LLE 
 
Body weight (g)# : Terminal body weight. Each value represents the mean±S.D. 
(n=10/each group).  
 
Males Females
Control 1,000 mg/kg 2,000 mg/kg Control 1,000 mg/kg 2,000 mg/kg
Body weight (g)# 348.8 ± 15.5 347.1 ± 17.9 339.1 ± 10.5 193.6 ± 13.5 188.7 ± 9.3 198.5 ± 14.9
Brain (g%) 0.590 ± 0.029 0.586 ± 0.033 0.590 ± 0.023 0.939 ± 0.053 0.941 ± 0.045 0.906 ± 0.064
Heart (g%) 0.264 ± 0.012 0.273 ± 0.018 0.282 ± 0.018 0.304 ± 0.017 0.309 ± 0.019 0.299 ± 0.013
Liver (g%) 2.596 ± 0.072 2.514 ± 0.145 2.727 ± 0.236 2.475 ± 0.127 2.521 ± 0.130 2.471 ± 0.105
Kidney (g%) 0.640 ± 0.027 0.637 ± 0.039 0.658 ± 0.030 0.672 ± 0.039 0.693 ± 0.035 0.686 ± 0.039
Thymus (g%) 0.064 ± 0.005 0.060 ± 0.077 0.060 ± 0.008 0.094 ± 0.008 0.094 ± 0.012 0.087 ± 0.012
Spleen (g%) 0.189 ± 0.015 0.177 ± 0.009 0.179 ± 0.009 0.227 ± 0.021 0.228 ± 0.024 0.217 ± 0.016
Adrenal gland (mg%) 14.8 ± 1.7 14.6 ± 1.2 14.6 ± 1.1 25.1 ± 1.9 26.9 ± 2.6 25.4 ± 2.6
Lung (g%) 0.293 ± 0.018 0.285 ± 0.014 0.296 ± 0.014 0.383 ± 0.045 0.398 ± 0.047 0.364 ± 0.029
Testis (g%) 0.876 ± 0.044 0.853 ± 0.044 0.876 ± 0.038 － － －
Epididymis (g%) 0.270 ± 0.011 0.265 ± 0.013 0.269 ± 0.014 － － －
Prostate (g%) 0.246 ± 0.030 0.258 ± 0.039 0.258 ± 0.024 － － －
Seminal vesicle (g%) 0.367 ± 0.032 0.351 ± 0.032 0.346 ± 0.040 － － －
Ovary (mg%) － － － 27.7 ± 1.4 31.0 ± 4.1 29.0 ± 1.9
Uterus (g%) － － － 0.237 ± 0.080 0.235 ± 0.096 0.210 ± 0.044
Salivary gland (g%) 0.148 ± 0.009 0.152 ± 0.012 0.146 ± 0.013 0.171 ± 0.007 0.178 ± 0.016 0.169 ± 0.011
Thyroid (mg%) 4.95 ± 0.76 5.51 ± 0.61 5.23 ± 0.32 6.22 ± 1.23 6.03 ± 0.67 6.81 ± 1.19
Day
Males Females
Control 1,000 mg/kg 2,000 mg/kg Control 1,000 mg/kg 2,000 mg/kg
Brain (g) 2.048 ± 0.050 2.027 ± 0.060 1.997 ± 0.063 1.811 ± 0.044 1.772 ± 0.020 * 1.789 ± 0.033
Heart (g) 0.926 ± 0.066 0.949 ± 0.056 0.953 ± 0.041 0.587 ± 0.037 0.582 ± 0.023 0.596 ± 0.048
Liver (g) 9.059 ± 0.587 8.707 ± 0.477 9.232 ± 0.637 4.782 ± 0.283 4.753 ± 0.271 4.903 ± 0.403
Kidney (g) 2.233 ± 0.125 2.211 ± 0.116 2.230 ± 0.095 1.297 ± 0.064 1.304 ± 0.066 1.358 ± 0.073
Thymus (g) 0.221 ± 0.016 0.202 ± 0.019 0.200 ± 0.027 0.183 ± 0.024 0.180 ± 0.025 0.175 ± 0.032
Spleen (g) 0.657 ± 0.055 0.615 ± 0.045 0.606 ± 0.031 * 0.438 ± 0.057 0.428 ± 0.033 0.431 ± 0.045
Adrenal gland (mg) 51.5 ± 6.4 50.9 ± 3.3 49.4 ± 4.3 48.4 ± 3.9 50.7 ± 3.8 50.2 ± 5.7
Lung (g) 1.023 ± 0.048 0.989 ± 0.046 1.000 ± 0.042 0.739 ± 0.066 0.748 ± 0.069 0.720 ± 0.046
Testis (g) 3.054 ± 0.112 2.953 ± 0.103 2.967 ± 0.126 － － －
Epididymis (g) 0.945 ± 0.032 0.913 ± 0.034 0.911 ± 0.035 － － －
Prostate (g) 0.859 ± 0.123 0.894 ± 0.116 0.872 ± 0.075 － － －
Seminal vesicle (g) 1.287 ± 0.103 1.216 ± 0.095 1.168 ± 0.124 － － －
Ovary (mg) － － － 53.4 ± 5.1 58.6 ± 7.4 57.8 ± 6.2
Uterus (g) － － － 0.462 ± 0.165 0.439 ± 0.163 0.418 ± 0.096
Salivary gland (g) 0.519 ± 0.040 0.521 ± 0.035 0.495 ± 0.034 0.332 ± 0.019 0.334 ± 0.018 0.333 ± 0.019
Thyroid (mg) 17.22 ± 2.27 19.12 ± 2.30 17.76 ± 1.05 11.98 ± 2.10 11.37 ± 1.20 13.61 ± 3.12
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(5) 尿検査 
 尿検査では, ナトリウムの高値が LLE 低用量群の雄 (p<0.01) 及び高用量群
の雌雄  (p<0.01) で見られ , カリウムの高値が低用量群の雄  (p<0.01) 及び雌  
(p<0.05), 高用量群の雌雄  (p<0.01) で見られた  (Table 13). その他の検査項目
に有意な差は見られなかった.  
 血液生化学検査でナトリウム及びカルシウムの高値が , 尿検査でナトリウム
及びカリウムの高値が見られたが, これらの変化は LLE にナトリウム, カリウ
ム , カルシウムの含有量が高く , 血中及び尿のほぼ用量に依存した増加はこれ
らイオンの消化管吸収と腎からの排泄のバランスを示すものであり , 他の検査
項目及び病理組織学的検査にこれらイオン増加の影響は見られず , 毒性学的に
意義のあるものとは考えられなかった.  
 
Table 13. Urinalysis in Rats after 90 Days Oral Administraion of LLE 
 
 
Each value represents the mean± S.D. (n=10/each group). *p<0.05, compared with 
control group (Dunnett's test), #p<0.05, ##p<0.01vs control group (non-parametric 
Dunnett test) 
 
第 4 項 考察 
 これまでに  Yu Y.らは , 羅布麻葉の濃縮茶液の安全性に関し問題はないとの
評価を報告している.
71) Wang H.らは羅布麻葉の濃縮茶液の急性毒性における致
死量 (LD50) は 10 g/kg 以上と報告している.72) 
また, うつ病患者に 50 mg の羅布麻葉エキスを毎日, 2 週間から 3.5 年摂取さ
せた結果 , 何ら副作用は認められなかったという臨床報告がある .
73)
 Zheng M.
らは, 羅布麻葉エキスが PC12 細胞におけるコルチコステロン誘導性の神経毒
性に及ぼす影響を検討し, 羅布麻葉エキスは PC12細胞に毒性を示さず, 保護作
用を示したと報告している.
74)
 
 
 
 今回, Wistar 系ラットを用い, LLE の 90 日間反復投与毒性試験を 1,000mg/kg 
Males Females
Control 1,000 mg/kg 2,000 mg/kg Control 1,000 mg/kg 2,000 mg/kg
Na-U (mmol/l) 23.0 ± 5.8 43.9 ± 5.9 ** 60.9 ± 4.6 ** 27.5 ± 21.2 48.2 ± 28.4 61.6 ± 26.0 *
K-U (mmol/l) 64.8 ± 21.9 187.8 ± 42.9 ** 304.2 ± 47.3 ** 57.0 ± 30.0 128.3 ± 25.9 # 307.3 ± 88.1 ##
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(低用量群), 2,000mg/kg (高用量群) と対照群 (精製水) の 3 群で行った. その結
果 , いずれの群においても死亡例はなく , 一般状態 , 体重及び摂餌量に異常は
見られなかった . また , 血液学 , 血液生化学及び尿検査において毒性学的に意
義のある影響は認められなかった . 投与終了後の器官の絶対重量及び相対重量
ともに何ら変化は認められず , 肉眼検査における組織学的な変化は認められな
かった.  
以上の結果から, LLE の経口投与により, 雌雄ラット共に 2,000 mg/kg/日で悪
影響はないものと判断した. 従って, LLE に毒性は認められないことが示され, 
安全性に問題ないと評価した.  
 
  
72 
第 5 章 羅布麻茶葉エキスのヒト試験での降圧効果 
第 1 項 背景 
厚生労働省の 2010 年国民健康・栄養調査によると, 高血圧は加齢とともに増
加し高率に認められ , 今後高齢化が進むに従い高血圧者の比率は益々増加する
と考えられている . 高血圧は徐々に進行するため , 正常高値血圧者についても  
その予備軍として無視できない存在となってきている . 一般に , 高血圧者には  
ACE 阻害剤等の医薬品が使用される場合が多いが , 肝機能障害や空咳等の副
作用を生じることがあり , 必ずしも長期服用において安全性が確立されている
とは言い難い . このような背景から , 近年 , 血圧を含めた生活習慣病の改善は , 
日頃からのプライマリーケアが重要であるとの認識から , 特定保健用食品が数
多く開発されている.
75-77)
 
第 2 章及び第 3 章で, LLE は SHR に対し降圧作用を有し, その作用は主成分
である「HP+IQ」の両成分が太い冠動脈血管では NO, 細い抵抗血管では NO と
EDHF を介して血管平滑筋弛緩を起こすことを述べた.23,28,37,39) 一方で, 正常ラ
ット  (WKY) に投与しても血圧に変動を認めず ,23) 正常血圧には影響がないこ
とが示唆された. さらに, 中国におけるヒト臨床学的評価では, 1 日に羅布麻葉
を 5-15 g (茶葉重量), 78) あるいは 1 日に羅布麻茶エキス 500-750 mg 79)を摂取す
ることで降圧効果があると報告されている . また , 正常血圧者の血圧への影響
や大きな副作用は認められなかったことが報告されている.
79)
 
今回, 「LLE 含有飲料」を開発するに当たり, LLE 及び「HP+IQ」としての投
与量は, SHR への投与量及び中国におけるヒト臨床報告の投与量,23,39,78,79) さら
に食品としての香味を考慮し LLE 2,200 mg (「HP+IQ」30mg 含有) /60 kg/日と
設定した (Table 14). このとき, ラットの感受性をヒトの 50 倍として算出した. 
この「LLE 含有飲料」に含まれるフラボノイド (HP 及び IQ) については, 羅布
麻葉, 羅布麻茶葉及び LLE それぞれに含まれる HP 及び IQ と同一・同等である
ことを確認している.
23)
 
本章では, LLE 2,200 mg より製した「LLE 含有飲料」(「HP+IQ」30 mg 含有, 1
本 500 ml) を 12 週間連続摂取させた際の降圧作用を検討するため, WHO/ISH の
血圧の定義・分類 (1999 年) で正常高値血圧 (収縮期血圧 130-139 mmHg, 拡張
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期血圧 85-89 mmHg) 及び軽症高血圧 (収縮期血圧 140-159 mmHg, 拡張期血圧
90-99 mmHg) に該当する高血圧症者を対象として, プラセボ食を用いた 2 重盲
検並行 2 群間試験を実施した.  
 
Table 14. Dose of LLE and Mixture [HP+IQ] for Rats or Humans in References 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 2 項 実験方法 
(1) 試験食 
試験食は, 1 本 500 ml からなる「LLE 含有飲料」 (以下, 被験食) あるいは「LLE
を含有していない飲料」(以下, プラセボ食) とした. LLE の調製及び品質の確認
は第 2 章第 1 節第 2 項に準じ行った.  
被験食は, LLE 2,200 mg (乾燥重量) /500 ml の濃度になるよう , LLE を水で希
釈して作製し, 500 ml あたり「HP+IQ」が 30 mg (HP 15 mg, IQ 15 mg) 含有する
よう調製した . また , プラセボ食は , カラメル色素 , チャフレーバー , 重曹を用
いており , 被験食と比較して , 味 , におい , 性状において被験食と区別がつか
ないように作製した. 各試験食の栄養組成表を Table 15 に示す.  
Subject Test
Methods for
administration / intake
of sample
Converted to dose of
LLE and mixture
[HP+IQ] for rat (kg
body weight )
Converted to dose of
LLE and mixture
[HP+IQ] for  (60 kg
body weight)
Refere-
nce
No.
SHR LLE about 900, 1800,
3200 mg
LLE about 1,000-3,800
mg
[HP+IQ]  about 11, 22,
40 mg
[HP+IQ] about 12.5-
50 mg
SHR oral administration
of 7 weeks (by
gavage）
HP+IQ 20, 40
mg/kg/rat
[HP+IQ] about 20, 40
mg
[HP+IQ] about 24-50
mg
39
LLE about 16-50 mg LLE about 1,000-3,000
mg
[HP+IQ] about 200-600
ng
[HP+IQ] about 12-36
mg
LLE about 8-12.5 mg LLE about 500-750 mg
[HP+IQ]  about 100-150
ng
[HP+IQ]  about 12-36
mg
　
23
78
intake of Luobuma
dry leaf for tea
Luobuma dry leaf 5-
15g
oral administration
of 7 weeks (free
intake LLE- mixed
food）
LLE 1.25, 2.5, 5.0%-
mixed foods
Luobuma leaf extract
500-750 mg /day
intake of Luobuma
leaf extract for 2-3
months
Humans
(Chinese)
79
Humans
(Chinese)
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Table 15. Nutrient Composition of the Test Food and Pacebo (per 100 ml)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 対象者 
対象となる被験者は , 治験実施先である総合医科学研究所が公募した有償ボ
ランティアである . 対象の選定にあたっては , 総合医科学研究所の「未治療被
験者データバンク」に登録された一般成人の中から, 試験開始までの 2 ヶ月間
以上, 定期的に総医研クリニック  (院長 宮塚健) で診察を受け, WHO/ISH 高
血圧症の定義・分類  (1999 年) 並びに日本高血圧学会の高血圧治療ガイドライ
ン  (2000 年) による分類の正常高値血圧  (収縮期血圧  130-139 mmHg, 拡張期
血圧  85-89 mmHg) 及び軽症高血圧  (縮期血圧 140-159 mmHg, 拡張期血圧
90-99 mmHg) を満たしていることを条件とした. ただし, 二次性高血圧症の者, 
試験食に対しアレルギー症状を示す恐れのある者 , 医師により緊急的に降圧剤
の投与が必要と判断された者 , アルコール中毒者 , 重度の貧血のある者 , 重篤
な疾患に罹患中の者は除外した . さらに , なんらかの内服薬を定期的に服用し
ている者及び血圧に影響を与える可能性のあるサプリメントの常飲者は除外し
た. その結果, 血圧の条件を満たし, かつ試験担当医師が認めた者 93 名をエン
トリーした. この 93 名を試験に直接参加しない医師 (平田 洋 元岡山大学第
3 内科助教授) が, 収縮期血圧, 拡張期血圧, 年齢等において差がないよう 2 群
に分けた. しかし, 個人的理由で最後まで試験に参加しなかった者 2 名を除外
した結果, 最終的に検討の対象となった被験者数は 91 名 (平均年齢 55.6±8.3, 
男性 29 名, 女性 62 名) であった. 91 名の内訳を Table 16 に示す. 年齢, 血圧, 脈
Test Food Placebo
HP+IQ (mg) 30 0
( HP/IQ ) (mg)
`15/15 0
Energy (kcal) 1 0
Protein (g) 0 0
Lipid (g) 0 0
Carbohydrates (g) 0 0
Na (mg) 11 4
K (mg) 33 0
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拍数 , 身長 , 体重 , 肥満指数において , 両群間で有意差は認められなかった . な
お, 個人的な理由で脱落した 2 名については, その理由がいずれも試験に無関
係であることを担当医師により確認した.  
試験の実施に際しては , 総合医科学研究所及び総医研クリニック合同審査委
員会  (委員長 井上昌治弁護士 ) の承認のもとに行われ , ヘルシンキ宣言  
(1964 年採択, '75, '83, '89, '96, 2000 年修正) の主旨に従い, 被験者に対しては研
究内容 , 方法等について医師より十分な説明を行い , 文書による同意を得て実
施した.  
 
Table 16. Characteristics of the Two Groups 
 
 
(3) 投与方法 
被験者には, 被験食あるいはプラセボ食 1 本 (500 ml) を毎朝食前に摂取さ
せた.  
 
(4) 試験スケジュール 
試験は二重盲検法を採用し , 2 種の飲料の並行群間比較試験とした . 試験は , 
Number of subjects
（ male / female）
Number of subjects at high normal blood pressure
（ male / female）
Number of subjects at mild hypertension
（ male / female）
Age 55.6 ± 8.0 55.5 ± 8.7
Body Weight (kg) 61.1 ± 11.3 62.7 ± 8.9
stature (cm) 158.7 ± 8.0 158.9 ± 8.4
BMI 24.1 ± 3.0 24.8 ± 3.0
Systolic blood pressure (mmHg) 141.4 ± 8.3 140.8 ± 8.1
Diastolic  blood pressure (mmHg) 85.1 ± 6.3 85.3 ± 6.8
Pulse rate (beats/min) 70.8 ± 8.2 70.6 ± 7.1
Values are the mean±S.D. (n=47 or 44)  
47
(6/18) (4/17)
24 21
Test Food Group Placebo Group
23
(10/13)
44
(13/31)
23
(9/14)
(16/31)
Stature (cm) 
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前観察 (非摂取) 期間 2 週間, 摂取期間 12 週間, 後観察 (非摂取) 期間 4 週間の
合計 18 週間 (2004 年 1 月 17 日-5 月 22 日) とした.  
なお , 被験者には試験食を毎日定時に摂取することを除いて , それまでの食
生活, 喫煙量及び運動等の日常生活を変えることのないように指示した.  
 
(5) 検査方法 
 血圧 , 脈拍数 , 体重及び身長の測定は , すべて総医研クリニックで実施した . 
また , 全被験者を数グループに分け , 各回の検査は同一時間及び同一検者にて
実施した . 検査日においては , 被験者を空腹状態で来院させた . ただし , 摂取
期間中の検査日 (摂取 2 週間後, 4 週間後, 6 週間後, 8 週間後, 10 週間後, 12 週間
後の計 6 回) においては, 被験食またはプラセボ食のみを来院の 2-3 時間前に摂
取させ , それ以外の摂取を禁止した . なお , すべての検査を医師の管理のもと
に実施した.  
 
1) 血圧・脈拍数 
血圧及び脈拍数は, 前観察期間 (摂取 2 週間前, 1 週間前) , 摂取開始日, 摂取
2 週間後, 4 週間後, 6 週間後, 8 週間後, 10 週間後, 12 週間後, 摂取終了 2 週間後, 
4 週間後の計 11 回測定した. 血圧の測定は, 来院後 10 分以上安静させた後, 坐
位・着衣の状態で左腕肘部を測定部位として 1 分間の間隔を空けて実施した . 
なお , 測定に際しては , 水銀血圧計を用いて同一看護師により 3 回測定し , そ
の平均値をその日の血圧値とした. 脈拍数については, 1 回測定とした.  
 
2) 体重・身長 
体重は摂取 2 週間前, 摂取開始日, 摂取 4 週間後, 8 週間後, 12 週間後, 摂取終
了 4 週間後の計 6 回測定した. 身長は摂取 1 週間前のみ測定を行い, 肥満指数 
(body mass index : BMI) を算出した.  
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(6) 統計処理 
全ての測定値は , 平均値±標準偏差で示した . 摂取期間における血圧 , 脈拍
数の変動については , 二元配置分散分析  (two-way repeated-measures ANOVA) 
を行い , 試験食及び摂取期間の交互作用について解析した . また , 摂取開始日
と摂取前及び摂取後の血圧, 脈拍数, 体重, BMI の比較については Bonferroni 多
重比較検定を行い, 試験食群間の比較については対応のない t-test を行った. 血
液・尿定量検査の被験者内での変動については対応のある t-test を, 試験食群間
については対応のない t-test を採用した. 尿定性検査結果については, 検定を実
施しなかった. なお, 統計ソフトは株式会社 SPSS 製 SPSS Ver.10 を使用した. 
いずれの検定においても有意水準は両側検定で 5%未満とした.  
 
第 3 項 結果 
(1) 血圧及び脈拍数 
正常高値及び軽症高血圧者の収縮期血圧 , 拡張期血圧及び脈拍数の推移を
Table 17 に示す.  
収縮期血圧においては , 二元配置分散分析の結果 , 2 つの試験食と摂取した
12 週間の間には, 交互作用が存在し, 試験食を摂取し続けると効果に違いが出
ていることが明らかとなった  (p=0.001). プラセボ食群においては , 有意な変
動が認められなかったのに対し, 被験食群では, 摂取 8 週間後に摂取開始日と
比して有意な降下が認められ , 摂取終了 2 週間後まで継続して降下した  
(Bonferroni による多重比較検定). また, 摂取 8, 10, 12 週間後において試験食群
間で有意な差が認められた  (t-test). 拡張期血圧においても , 二元配置分散分析
の結果, 2 つの試験食と摂取した 12 週間の間には, 交互作用が存在し, 試験食を
摂取し続けると効果に違いが出ていることが明らかとなった  (p=0.007). プラ
セボ食群においては , 有意な変動が認められなかったのに対し , 被験食群では , 
摂取 8, 10, 12 週間後に摂取開始日と比して有意な降下を示した (Bonferroni に
よる多重比較検定). また, 摂取 8, 10, 12 週間後において, 被験食群ではプラセ
ボ食群と比して有意な降圧が認められた  (t-test). 脈拍数については , 二元配置
分散分析の結果, 2 つの試験食と摂取した 12 週間の間には, 交互作用が存在し, 
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試験食を摂取し続けると効果に違いが出ていることが明らかとなった  
(p=0.045). しかし , 試験期間中 , 試験食群間で有意な差は認められず , 各試験
食群とも摂取期間中の有意な変動も認められなかった.  
次に , 正常高値血圧者と軽症高血圧者を層別解析した際の収縮期血圧及び拡
張期血圧の推移を Fig. 32, Fig. 33 に示す.  
 
 
Table 17. Effect of LLE on Blood Pressure in High Normotensive and Mild 
Hypertensive Adult Male and Female Subjects 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SPB : systolic blood pressure, DBP : diastolic blood pressure. Each value represents 
the mean± S.D. (test food : n=47, placebo : n=44). #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 vs 
placebo group (unpaired t-test), *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs start of intake 
(Bonferroni test)   
Intake period
Test Food 141.4 ± 8.3 141.4 ± 8.3 141.1 ± 9.6 140.1 ± 9.7 138.4 ± 10.7
Placebo 140.8 ± 8.1 140.4 ± 8.5 140.3 ± 9.3 139.7 ± 9.0 139.4 ± 8.8
Test Food 85.1 ± 6.3 85.0 ± 7.4 85.7 ± 7.3 83.1 ± 9.2 82.9 ± 6.9
Placebo 85.3 ± 6.8 84.9 ± 7.5 84.9 ± 7.0 84.8 ± 8.3 84.7 ± 6.7
Test Food 70.8 ± 8.2 70.7 ± 8.9 68.6 ± 7.1 71.4 ± 7.9 70.1 ± 8.1
Placebo 70.6 ± 7.1 68.7 ± 6.9 68.4 ± 6.4 68.4 ± 7.5 70.6 ± 7.7
Intake period
Test Food 136.6 ± 9.5 133.0 ± 9.2 ***     ## 131.8 ± 9.5 ***    ### 132.0 ± 10.7 ***     ##
Placebo 138.8 ± 10.6 139.0 ± 11.1 139.8 ± 10.2 139.9 ± 11.8
Test Food 82.0 ± 7.4 81.1 ± 9.3 *         # 79.6 ± 6.3 ***     ## 79.5 ± 6.1 ***     ###
Placebo 84.7 ± 5.5 84.3 ± 5.5 84.3 ± 6.6 84.6 ± 6.1
Test Food 68.5 ± 6.5 72.7 ± 8.7 71.3 ± 8.4 69.4 ± 8.6
Placebo 70.9 ± 9.2 70.7 ± 7.3 70.0 ± 7.9 68.5 ± 6.1
Test Food 135.3 ± 9.2 ** 137.4 ± 9.6
Placebo 137.7 ± 10.6 137.9 ± 10.3
Test Food 81.8 ± 7.2 83.3 ± 6.5
Placebo 83.7 ± 6.5 83.7 ± 6.4
Test Food 71.4 ± 8.1 71.4 ± 6.3 　
Placebo 68.6 ± 7.6 70.9 ± 7.9
Pulse rate
(beats/min) 0.045
12　weeks
Two-way Repeated-
Measures ANOVA（※）
0.001
0.007
10　weeks
DPB
(mmHg)
Pulse rate
(beats/min)
SPB
(mmHg)
DPB
(mmHg)
 Treatment
Before intake
Start of inteke
SPB
(mmHg)
After 2　weeks After 4　weeks
6　weeks
After Inateke
Before 2 weeks Before 1 weeks  2　weeks 4　weeks
DPB
(mmHg)
Pulse rate
(beats/min)
8　weeks
SPB
(mmHg)
fter intake 
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Fig. 32 Effect of LLE on Blood Pressure in High Normotensive Adult Male and 
Female Subjects 
#p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 vs placebo group (t-test), *p<0.05 vs start of intake 
(Bonferroni test)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 33. Effect of LLE on Blood Pressure in Mild Hypertensive Adult Male and 
Female Subjects 
#, p<0.05, ##p<0.01 vs placebo group (t-test), *p<0.05, **p<0.01 vs start of intake 
(Bonferroni test)  
Test food (n=23) 
Placebo (n=23) 
Test food (n=24) 
Placebo (n=21) 
Test period (weeks) 
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正常高値血圧者では, 二元配置分散分析の結果, 2 つの試験食と摂取した 12
週間の間には交互作用が存在し , 試験食を摂取し続けると効果に違いが出てい
ることが明らかとなった  (p=0.002). プラセボ食群においては , 有意な変動が
認められなかったのに対し, 収縮期血圧においては, 被験食群で摂取 8 週間後
から摂取 12 週間後まで有意な降下を示した (Bonferroni による多重比較検定). 
また, 摂取 8 週間後から 12 週間後において, 被験食群ではプラセボ食群と比し
て有意な降圧が認められた  (t-test). 拡張期血圧においては , 二元配置分散分析
の結果 , 2 つの試験食と摂取した 12 週間の間には , 交互作用は存在せず 
(p=0.104), 試験食を摂取し続けても効果に違いが出てこないことが明らかとな
ったが, 被験食群では, 摂取開始日と比して摂取 10, 12 週間後に有意な降下を
示した  (Bonferroni による多重比較検定). プラセボ食群では有意な変動は認め
られなかった. また, 摂取 10, 12 週間後において試験食群間で有意な差が認め
られた (t-test).  
軽症高血圧者では, 二元配置分散分析の結果, 収縮期血圧において, 2 つの試
験食と摂取した 12 週間の間には, 交互作用が存在し, 試験食を摂取し続けると
効果に違いが出ていることが明らかとなった  (p=0.007). プラセボ食群におい
ては , 有意な変動が認められなかったのに対し , 被験食群においては , 摂取 6
週間後から摂取 12 週間後まで有意な降下が認められた (Bonferroni による多重
比較検定). また, 摂取 8, 10, 12 週間後において試験食群間で有意な差が認めら
れた (t-test). 拡張期血圧においては, 二元配置の分散分析の結果, 2 つの試験食
と摂取した 12 週間の間には, 交互作用は存在せず (p=0.193), 試験食を摂取し
続けても効果に違いが出てこないことが明らかとなったが , 摂取開始日と比し
て, 摂取 10, 12 週間後に有意な降下を示した. また, 摂取 10, 12 週間後において
試験食群間で有意な差が認められた.  
 
 (2) 体重及び肥満指数 
被験食群において , 体重及び肥満指数で摂取終了 4 週間後に有意な低下が
認められたが, 試験食群間では有意な差は認められなかった.  
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第 4 項 考察 
本試験では, LLE 含有飲料の 12 週間摂取に伴う有効性を確認するため, プラ
セボ食を対照とした二重盲検による 2 群間並行試験を実施した. その結果, 正
常高値血圧者及び軽症高血圧者に対し , 収縮期血圧及び拡張期血圧において , 
それぞれ二元配置の分散分析の結果 , 交互作用が存在し , LLE 含有飲料を摂取
することにより , 降圧作用を有することが示された . また , 正常高値血圧者 , 
軽症高血圧者に層別解析した結果においても , 同様の傾向を有することが示さ
れた . 一方 , 脈拍数においても , 正常高値血圧者及び軽症高血圧者に対して , 
二元配置の分散分析の結果 , 交互作用が存在したが , 各群の摂取期間中の経時
的変化を見ると , LLE 含有飲料の効果が期待できる変動ではないため , その意
義については不明である.  
LLE の SHR での降圧作用に関し, 主成分である HP と IQ の 2 つのフラボノ
イドが関与し, その機序は NO あるいは EDHF を介した血管平滑筋弛緩である
ことを述べた .
23,37,39)
 よって本被験食摂取による降圧効果もこの機序によるも
のであり, 持続的な降圧作用は 2 つのフラボノイドが相互に作用して機能する
ものと考えられる. また, LLE 中の HP と IQ の存在比はほぼ同程度であり,26) そ
の比率が持続的な降圧に重要である可能性が示唆された. 本試験で用いた LLE
量 (フラボノイド量) の設定については, SHR 等を用いた動物実験,23) ヒト食文
化調査,
6)
 中国におけるヒト臨床報告
78,79) 
等の結果をもとに設定を行っており, 
その基準値は茶葉 5-15g 相当であるが , 食品としての香味等を考慮して LLE 
2,200 mg/500 ml/日（＝「HP+IQ」30mg/日）と設定した本試験でも充分に降圧
効果を認めることができた.  
一方, HP 及び IQ のアグリコンである quercetin もヒトにおいて降圧作用を示
すことが報告され,
80,81)
 その機序は NO を介した平滑筋弛緩によることが示唆
されている.
 24,82)
 Edwards R.L.ら(2007 年) は, 高血圧前症（収縮期血圧 120-139 
mmHg, 拡張期血圧  80-89 mmHg), 軽症高血圧(収縮期血圧  140-159 mmHg, 拡
張期血圧 90-99 mmHg)の男女に quercetin 365 mg のサプリメントを毎日 2 回(計
730 mg), 28 日間連続摂取させた結果, 高血圧前症者には変化は認められず, 軽
症高血圧者に対してのみ有意な降圧作用を認めたことを報告している .
80) 
さら
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に , Egert S.ら  (2009 年) は , メタボリックシンドローム該当男女に quercetin 
150 mg のサプリメントを毎日 6 週間摂取させた結果, 収縮期血圧 130.3±16.4 
mmHg（平均値±標準誤差）が摂取後に 127.1±12.9 mmHg（平均値±標準誤差）
と, 摂取前に比べて有意に下がったことを報告している.
81) 
しかし, 前述の 2 つ
の試験における quercetin 用量は 730 mg 及び 150 mg/日で , 本試験における
「HP+IQ」の有効量 30 mg/日に比べて高い用量設定 39,80,81) が必要とされている. 
これは quercetin と「HP+IQ」の腸管での吸収効率の違いによると考えられる. こ
れまでに, quercetin よりも IQ の方が吸収 (AUC) が高いことが動物試験におけ
る血中代謝物濃度の結果から明らかにされ ,
47) 
ヒト試験の結果からも , 配糖体
の中でもグルコース配糖体は他の配糖体やアグリコンである quercetin より吸
収されやすいことが報告されている.
83,84)
 IQ は , 小腸で SGLT-1 を介して選択的
に細胞内に取り込まれる経路  (その後, 小腸粘膜上皮細胞中の β-グルコシダー
ゼによりアグリコンとなって血中へ吸収される
85)) と, 取り込まれる前に上皮
細胞表面のラクターゼ・フロリジン分解酵素でアグリコンに加水分解され , 疎
水性が高まることにより受動的に吸収される経路の 2 経路により吸収される.60) 
quercetin の場合は小腸で受動的に吸収される経路のみであり ,60) このことが
quercetin と IQ の吸収に影響していると考えられる. さらに LLE の主フラボノ
イド成分「HP+IQ」は, quercetin よりも吸収量 (AUC) が高く Tmax も早い IQ
と, IQ より遅れて主に大腸で吸収される HP の混合物であるため, 吸収量の高
さと一定濃度の持続という 2 つの点から, quercetin 単体よりも少ない量で血圧
に対して効果を示す可能性が高いことが示唆された.  
なお, 本試験の対象者は WHO/ISH の血圧の定義・分類 (1999 年) で正常高値
血圧  (収縮期血圧  130-139 mmHg, 拡張期血圧  85-89 mmHg) 及び軽症高血圧  
(収縮期血圧 140-159 mmHg, 拡張期血圧 90-99 mmHg) であり, 重篤な高血圧症
には至っていない人々といえる. 今回 LLE は, このような“血圧が高めの方”
に対し有意な降圧作用を示した . しかし中国では羅布麻葉は重度の高血圧症の
人々には効果を示さなかったとも報告されており ,
78) 
血管内皮の損傷が進み , 
血管内皮機能が働かなくなった人では効果を示さないことが示唆されている.  
 また , 本試験の安全性においては , 被験食を毎日摂取しても収縮期血圧が
 
  
83 
正常高値血圧者で摂取 8 週目, 軽症高血圧者で摂取 6 週目に有意な降圧が認め
られているため , 摂取後すぐの急激な降圧はないと考えられる . さらに収縮期
血圧においては, 摂取を終了してから 2 週間後 (摂取終了 2 週間後) においても
有意な降圧が認められているが, 摂取 12 週間後の値よりも昇圧を示し, 摂取終
了 4 週間後には有意な差が認められなくなっていることから, 蓄積効果もない
と推察される.  
従って, 本試験に用いた「LLE 含有飲料」は正常高値及び軽症高血圧者に対
し, 有意に顕著な降圧作用を示すことが明らかとなった. よって, 「LLE 含有飲
料」は血圧が高めの方に適した機能性食品としての有用性は非常に高いという
知見を得た.
*)
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*) LLE 含有飲料である「燕龍茶レベルケア」（ダイドードリンコ）は , 血圧への関与成分をフラボノイ
ドとする初めての特定保健用食品として , 厚生労働省から許可を受けた . （2007 年 8 月）  
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総 括 
 
高血圧は , 脳卒中や心筋梗塞等の大きなリスクファクターであり , 加齢とと
もに進行する . 高齢化が進むに従い高血圧者の比率は益々増加すると考えられ , 
高血圧の予防は国民の健康維持・増進に大きく寄与するものである.  
羅布麻 (Luobuma：Apocynum venetum L.) の葉は, 中国では古くから飲用され, 
現在の中華人民共和国薬典に“解熱利尿, 肝臓を鎮め精神を安らかにさせ, 高血
圧・目眩・動悸・不眠に用いる” と収載され, 日本やアメリカ, カナダにおいて
も羅布麻茶のティーバッグ及びエキス錠剤が販売されている . 羅布麻葉の効能
として , 脂質過酸化抑制作用 , 抗酸化作用 , 肝臓保護作用 , 抗うつ作用が報告
されている. さらに降圧作用に関しては, Dong-W.K.らが高血圧モデルラットに
羅布麻葉エキスを経口投与し , 有意な降圧作用を認めたことを報告しているが , 
その詳細なメカニズムは不明である.   
本研究では , 血圧が高めの方に役立つ機能性食品としての羅布麻葉の有効性
を探るため , 羅布麻葉エキスの降圧作用とメカニズム , さらに反復投与毒性と
ヒトでの有効性について検討した.  
第 1 章では, 羅布麻葉と, 中国で羅布麻として流通している P. hendersonii の
葉について, 指標成分 HP, IQ, quercetin-3-O-sophoroside に基づいた簡便な TLC
法による基原の確認を可能とした . さらに , A. venetum を基原とする製品や原
料のどの段階においても, 同一の HP 及び IQ の標準溶液を用いた HPLC 法を確
立し, 羅布麻製品の品質を管理する上で簡便性を与えることができた.  
第 2 章では, LLE のラットへの経口投与及び i.d.投与により, LLE は SHR へ有
意な降圧作用を有し, その降圧作用は ACE 阻害によるものではないことを明ら
かにした . また, これまでの報告において Kwan らは羅布麻葉エキスをラット
冠動脈に用い , NO による内皮依存性の血管弛緩作用を有することを報告して
いる. さらに, 本章で LLE をラット腸間膜動脈に用い, 低濃度では K+チャネル
を介した EDHF, 高濃度になると EDHF 及び NO による血管弛緩作用を示すこと
を明らかにした. 従って, ラットにおける LLE の内皮依存性弛緩作用は, 抵抗
血管である腸間膜血管では主に NO と EDHF によることを示した.  
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第 3 章では, LLE の主フラボノイド成分 HP と IQ の SHR への経口投与により, 
LLE の降圧作用には両成分の同時投与が必要であることを明らかにした. また, 
「HP+IQ」は血管機能の改善効果と降圧作用を有し , その降圧作用機序は血管
内皮由来弛緩因子 NO を介した平滑筋弛緩によることを明らかにした. さらに, 
それらの血中代謝物濃度の比較により, HP は主に大腸, IQ は主に小腸で吸収さ
れることを明らかにした . さらに両成分を同時投与した場合では , 血中のケル
セチン代謝物は一定濃度が持続して推移する傾向を認めたことから , このよう
な代謝物濃度の持続が降圧作用の発現に関与している可能性を示した.  
第 4 章では, LLE のラットへの 90 日間反復投与毒性試験を行い, LLE の経口
投与により雌雄ラット共に 2,000 mg/kg/日で無影響あり, LLE の安全性が高いこ
とを明らかにした.  
第 5 章では, LLE 2,200 mg より製した「LLE 含有飲料」(「HP+IQ」30mg 含有, 
1 本 500 ml) を正常高値血圧者及び軽症高血圧者へ 12 週間摂取させる二重盲検
並行 2 群間試験を実施した. その結果, 「LLE 含有飲料」はヒトに対して有意
で緩徐な降圧効果を有することを明らかにした. これに対し, HP 及び IQ のアグ
リコンである quercetin もヒトにおいて降圧作用を示し, その機序は NO を介し
た平滑筋弛緩によると報告されている . しかし , これまでの報告で高血圧に有
効とされた quercetin 用量は 730 mg/日（365 mg×2 回）及び 150 mg/日で, 本試
験における「HP+IQ」の有効量 30mg/日に比べて高い用量設定が必要とされて
いる. これは quercetin と「HP+IQ」の腸管での吸収形態の違いによると考えら
れる. すなわち, LLE の主成分であるケルセチン配糖体「HP+IQ」は, quercetin
よりも吸収量 (AUC) が高く, さらに Tmax も早い IQ と IQ より遅れて主に大腸
で吸収される HP の混合物であるため, 吸収量の高さと一定濃度の持続という
2 つの点から, quercetin 単体よりも少ない量で血圧に対して効果を示す可能性
が示唆された.  
従って, 「LLE 含有飲料」は 1 日 1 回の摂取, 且つその有効成分であるフラ
ボノイド成分「HP+IQ」は 30 mg という少ない用量で降圧効果を示すことから, 
高血圧の予防のための手軽さと有効性を備えた機能性食品として有用性は非常
に高いという知見を得た.  
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